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Aislamiento y Detección Molecular de Cepas Emergentes del
Virus de la Diarrea Epidémica Porcina en Lima, Perú

ISOLATION AND MOLECULAR DETECTION OF EMERGING PORCINE EPIDEMIC DIARRHEA

VIRUS STRAINS IN LIMA, PERU

Gina Castro-Sanguinetti1, Mercy Ramírez V.1,2, Juan More B.1,
Alberto Manchego S.1, Hermelinda Rivera G.1

RESUMEN

En 2013 se observaron cuadros clínicos sugerentes a PEDv en granjas porcinas de
Lima y Arequipa llegando hasta el 100% de mortalidad en lechones y con resultados
negativos a otros agentes virales como peste porcina clásica (PPCv) y gastroenteritis
transmisible (TGEv). Por esta razón, el objetivo del trabajo fue aislar y detectar
molecularmente cepas del PEDv en granjas porcinas de Lima. Se colectaron 37 muestras
de heces y contenido intestinal de lechones entre 2 y 21 días de edad con cuadros
clínicos sugerentes a PEDV procedentes de granjas porcinas del departamento de Lima,
Perú. El 94.3% (35/37) resultaron positivos al test de inmunocromatografía (IHC). El 97.1%
(34/35) de estos fueron confirmados por RT-PCR en tiempo real que amplifica un segmen-
to de 101 pb del gen ORF3 del PEDv. El control y las muestras positivas mostraron un
ciclo umbral (Ct) entre 10 y 21 ciclos con una temperatura de disociación (Tm) de 77.7 °C.
No hubo amplificación de TGEv ni PPCv utilizados como controles negativos. Todas las
muestras positivas fueron procesadas para el aislamiento en la línea celular VERO-21
suplementado con 20 µg/ml tripsina. El 23.5% (8/34) de las células mostraron formas
redondeadas y lisis en el cultivo celular entre el primer y segundo pasaje; sin embargo,
solo la mitad (4/8) fueron confirmadas por RT-PCR en tiempo real. Este trabajo representa
el primer aislamiento del PEDv en el Perú utilizando IHC y confirmado por RT-PCR en
tiempo real.

Palabras clave: virus de la diarrea epidémica porcina; PEDv; aislamiento viral; RT-PCR
en tiempo real; cultivo celular
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ABSTRACT

In 2013, clinically suggestive cases of PEDv were reported in pig farms in Lima and
Arequipa, reaching up to 100% mortality in piglets and negative results to other viral
agents such as classical swine fever (CPPv) and transmissible gastroenteritis (TGEv).
For this reason, the aim of this study was to isolate and molecularly detect PEDv strains
in Lima pig farms. A total of 37 stool samples and intestinal contents of piglets between
2 and 21 days of age with clinical signs suggestive of PEDv from pig farms of the department
of Lima, Peru were collected. Results showed that 94.3% (35/37) were positive by the
immunochromatography (IHC) test; 97.1% (34/35) of them were confirmed by RT-PCR
real-time that amplified a 101-bp segment of the ORF3 gene of the PEDv. The control and
positive samples showed a threshold cycle (Ct) between 10 and 21 cycles with a melting
temperature (Tm) of 77.7 °C. There was no amplification of TGEv or PPCv used as negative
controls. All positive samples were processed for isolation in the VERO-21 cell line
supplemented with 20 µg/ml trypsin. The 23.5% (8/34) of the inoculated cells showed
rounded shapes and lysis in cell culture between the first and second passage; however,
only half (4/8) were confirmed by RT-PCR real-time. This work represents the first isolation
of PEDv in Peru using IHC and confirmed by RT-PCR real-time.

Key words: porcine epidemic diarrhea virus; PEDv; virus isolation; RT-PCR real-time;
cell culture

INTRODUCCIÓN

El virus de la diarrea epidémica porcina
(PEDv, por sus siglas en inglés) es un miem-
bro del género Alphacoronavirus de la fa-
milia Coronaviridae, que posee un genoma
ARN de una sola cadena, polaridad positiva
y con envoltura (Song y Park, 2012; Zhao et
al., 2014; Hu et al., 2015). Este virus causa
la diarrea epidémica porcina (PED), enfer-
medad gastroentérica, aguda y contagiosa,
caracterizada por diarrea acuosa, vómitos,
deshidratación y pérdida de peso, con alta
mortalidad en lechones lactantes menores de
tres semanas (Kim y Chae, 2000). Otro virus
porcino que incluye este género es
gastroenteritis transmisible (TGEv), cursa con
cuadros clínicos similares a PED como re-
sultado de la replicación viral en los enterocitos
diferenciados de la vellosidad intestinal, prin-
cipalmente yeyuno e íleon, y que conduce a
atrofia de las vellosidades y a la diarrea por
mala absorción (Jung et al., 2014; Lin et al.,
2015).

El genoma del PEDv es de 28 Kb
aproximadamente y posee siete marcos de
lecturas abiertas (ORFs, ‘open reading
frame’) que codifican cuatro proteínas es-
tructurales: espícula (Spike, S), envoltura (E),
membrana (M) y la nucleocápsida (N), ade-
más de tres proteínas no estructurales
(replicasa 1a y 1b) y el ORF3 (Song y Park,
2012). El gen S es el mayor gen estructural
del genoma del PEDv, responsable de la unión
al receptor celular, la aminopeptidasa N
(APN) e inductor de la formación de
anticuerpos neutralizantes y de la fusión ce-
lular (Li et al., 2012; Jung y Saif, 2015). El
gen S es utilizado también como blanco para
determinar la variabilidad genética del virus.

El único hospedero natural conocido es
el cerdo doméstico (Sus scrofa domesticus).
Los animales son afectados en cualquier
edad; sin embargo, los lechones lactantes
(menores de 10 días) son los más suscepti-
bles, ocasionando 90-100% de mortalidad.
Estos se infectan por la vía oral con heces de
animales infectados en estadios temprano de
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la enfermedad. Los fómites juegan un rol
importante para la diseminación del virus en-
tre granjas (OIE, 2014).

La línea celular VERO (células
epiteliales del riñón del mono verde africano
- Chlorocebus sp) se utiliza para el aisla-
miento del virus bajo condiciones de labora-
torio. Sin embargo, la propagación exitosa del
virus depende de la adecuada suplementación
de una proteasa exógena como tripsina en el
medio de cultivo celular que permita cortar a
la proteína S en dos subunidades y hacerla
infectiva (Shirato et al., 2011). Los efectos
citopáticos que se describen en la literatura
son vacuolización, formación de sincitios y
lisis de la célula (Song y Park, 2012; Suzuki
et al., 2015).

Las técnicas de diagnóstico que se uti-
lizan son la inmunofluorescencia directa, di-
versos tipos de ELISA (Sozzi et al., 2010) e
hibridación in situ, siendo la prueba
confirmatoria el aislamiento viral utilizando
la línea celular VERO 21 (‘African Green
Monkey Kidney cell line’) (Pan et al., 2012)
y la técnica de RT-PCR en tiempo real ca-
paz de detectar pequeñas cantidades de ma-
terial genético, tanto como 101-102 DICT

50
/

ml (Kim et al., 2001; Song et al., 2006). Los
cebadores son diseñados teniendo como blan-

co a los genes S, N y ORF3 del PEDV
(Susuki et al., 2015).

En el Perú, entre 2013 y comienzos de
2014 se observaron brotes de diarreas agu-
das severas, vómitos y deshidratación en le-
chones, marranas y cerdos de engorde, oca-
sionando el 90-100% de mortalidad en los le-
chones. En octubre de 2013, el Servicio Na-
cional de Sanidad Agraria (SENASA), a tra-
vés de su boletín epidemiológico (SENASA,
2013), reporta la presencia del PEDv en el
país en un trabajo conjunto con el Laborato-
rio de Virología de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional Ma-
yor de San Marcos a través de la prueba
molecular RT-PCR en tiempo real, pero sin
estudios de aislamiento viral. Por esta razón,
el objetivo del presente trabajo fue aislar e
identificar molecularmente cepas emergen-
tes del PEDv en granjas porcinas de Lima.

MATERIALES Y MÉTODOS

El estudio se llevó a cabo en las instala-
ciones del Laboratorio de Virología de la Fa-
cultad de Medicina Veterinaria de la Univer-
sidad Nacional Mayor de San Marcos (FMV-
UNMSM) en Lima, Perú.

Figura 1. Signos clínicos de la diarrea epidémica porcina (PED) observados en lechones. A: Un
lechón deprimido, débil y emaciado. B: Presencia de heces líquidas de coloración
amarillenta en zona perianal
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Se utilizaron 37 muestras de contenido
intestinal y heces diarreicas de lechones me-
nores de tres semanas de edad, cuya historia
clínica describió cuadros entéricos compati-
bles con los dos coronavirus más comunes,
PED y TGE (Figura 1). Todas las muestras
fueron obtenidas de animales recientemente
muertos o sacrificados en sus respectivas
granjas y remitidas al laboratorio entre 2013
y 2014. Las nuestras provinieron de seis gran-
jas tecnificadas ubicadas en Chilca (n=8),
Chincha (n=1), Pachacamac (n=11), Venta-
nilla (n=9), San Juan de Miraflores (n=5) y
Huacho (n=3) del departamento de Lima. Las
muestras fueron evaluadas mediante la téc-
nica de inmunocromatografía (IHC) con un
kit comercial (Anigen Rapid TGE/PED Ag
Test Kit, Bionote, Corea), que permite dife-
renciar ambos agentes virales.

Las muestras de contenido intestinal
(yeyuno e íleon) y de heces diarreicas (~5
ml) fueron diluidas en PBS pH 7.4 estéril,
para lograr una suspensión aproximada del
10%. Posteriormente se homogenizaron en
vórtex y centrifugaron a 1500 g por 7 min; se
colectó el sobrenadante y se filtró mediante
filtros de jeringa estériles de 0.45 µm. Las
muestras fueron almacenadas a -70 °C.

La confirmación de la presencia de
PEDv se llevó a cabo mediante un RT-PCR
dúplex en tiempo real, para la detección en
simultáneo de PEDv y TGEv. La extracción
y purificación de ARN se llevó a cabo de
acuerdo con las especificaciones del kit co-
mercial ‘QIAamp Viral RNA Mini Kit’
(Qiagen, EEUU). Los productos obtenidos
fueron almacenados a -70 °C hasta su utili-
zación.

La técnica de RT-PCR en tiempo real
se llevó a cabo en dos pasos, utilizando el kit
comercial ‘GoTaq® 2-Step RT-qPCR
System’ (Promega, EEUU), y utilizando el
termociclador MJ Research PTC-200
adosado al lector de fluorescencia Chrome 4
(BioRad, EEUU), siguiendo las indicaciones
del fabricante. Se utilizaron cebadores espe-
cíficos descritos por Wang et al. (2014) y

Kwon et al. (2013). Los cebadores para
PEDv reconocen un segmento conservado
de 101 bases nucleotídicas del gen que codi-
fica el ORF-3 (Forward 5’-GCACTTATTG-
GCAGGCTTTGT-3’; Reverse 5’-CCA-
TTGAGAAAAGAAAGTGTCGTAG-3’).
Los cebadores utilizados para TGEv recono-
cen un segmento conservado de 109 bases
nucleotídicas del gen que codifica la proteína
de la espícula (proteína S) (Forward 5’-
GCTTGATGAATTGAGTGCTGATG-3’;
Reverse 5’CCTAACC-TCGGCTTGTC-
TGG-3’). Como control positivo de PEDv se
utilizó una secuencia de ADN complementa-
rio (ADNc) cedida por el SENASA del Perú,
proveniente de USDA-APHIS. Asimismo,
para TGEv se utilizó la cepa Holland
(SVANOVA, Suecia). Como control negati-
vo se utilizó una cepa de virus de la peste
porcina clásica (PPC), Cepa Allfort/187,
genotipo 1, donado por el Dr. J. Pasick,
Canadian Food Inspection Agency. Las mues-
tras positivas se mantuvieron congeladas has-
ta su procesamiento para el aislamiento viral.

Para el aislamiento viral se inoculó en
la línea celular VERO-21 en placas de 24
pozos con medio esencial mínimo (MEM)
suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS) y 1% de antibiótico. Para el aislamiento
se preparó medio de mantenimiento que con-
sistió en medio MEM suplementado con 3%
de suero fetal bovino, antibiótico y tripsina en
concentración de 20 µg/ml. Para la inocula-
ción se retiró el medio de crecimiento, se rea-
lizó dos lavados con suero fisiológico/PBS/
medio MEM, y se inocularon 200 µl de la
muestra filtrada en la monocapa (en duplica-
do) y medio de mantenimiento.

Los cultivos inoculados fueron coloca-
dos en estufa a 37 °C, ambientado a 5% de
CO

2
 e incubados durante 5 a 7 días (Pan et

al., 2012; Wang et al., 2015), observándose
diariamente buscando evidencia de formación
de sincitios, fusión celular, formas redondea-
das y lisis celular en más del 50% del pozo ino-
culado (Chen et al., 2014; Wang et al., 2015).
Las muestras de cada pocillo se colectaron
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Figura 2. Prueba de inmunocromatografía. Se observa resultado positivo a PEDv y negativo a
TGEv (Anigen Rapid TGE/PED Ag Test, Bionote, Korea)

Figura 3. Resultados de la prueba de RT-PCR de las muestras positivas al segundo pasaje en
cultivo celular VERO-21. A: En la curva de amplificación, se observan los controles
PEDv (azul) y TGEv (rojo) con valor Ct de 15.11 y 15.23, respectivamente. Las
muestras de quinto pasaje evidenciaron valores Ct entre 13.6 y 22.5. B: Se observa la
temperatura de disociación (Tm) de los productos, correspondientes a los controles
PEDv (azul) y TGEv (rojo) con valor Tm de 77.6 y 80.6 °C, respectivamente. Soft-
ware Opticon Monitor v. 3.0

al observarse dichos cambios, se centrifu-
garon a 3000 g por 10 min y el sobrenadante
fue conservado para la realización del siguien-
te pasaje. De no existir cambios, se realizó
hasta cinco pasajes antes de considerar ne-
gativa a una muestra. Los aislados positivos
y negativos fueron congelados para su con-
firmación por RT-PCR en tiempo real con el
protocolo descrito anteriormente.

RESULTADOS

La prueba de IHC permitió detectar al
PEDv en el 94.3% (35/37) de las muestras
de campo, siendo todas negativas a TGEv
(Figura 2). Asimismo, el resultado del RT-
PCR en tiempo real indicó que el 97.1% (34/
35) de estas muestras fueron positivas. Los
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controles positivos de PEDv y TGEv presen-
taron un valor de ciclo umbral (Ct) de alrede-
dor de 15, con un valor de temperatura de
disociación (Tm) de 77.6 °C para PEDv y
80.1 °C para TGEv. No se observó amplifi-
cación del virus de PPC utilizado como con-
trol negativo. Las muestras de campo positi-
vas a RT-PCR en tiempo real presentaron
valores de amplificación Ct de 10 a 21 y Tm
de 77.3 a 77.9, evidenciando la alta carga viral
y la amplificación de un producto específico
(Figura 3).

Los resultados obtenidos en el aislamien-
to viral evidenciaron la presencia de lesiones
en el 23.0% (8/34) de las muestras de PEDv

positivas por RT-PCR en tiempo real. No se
observaron lesiones en el resto de muestras
inoculadas. Dichos cambios se describieron
como células redondeadas y lisis celular, prin-
cipalmente; y fueron observados desde el
primer hasta el segundo pasaje (Figura 4).
La extensión de los cambios celulares abar-
có más del 50% del pozo inoculado.

La confirmación por RT-PCR en tiem-
po real se obtuvo en el 50% (4/8) de las mues-
tras aisladas con valores en el Ct entre 13.6
y 22.5. De igual manera, todas las muestras
que hasta el 5o pasaje no evidenciaron efecto
citopático (ECP) resultaron negativas al RT-
PCR en tiempo real.

Figura 4. Aislamiento del PEDv en cultivo celular VERO-21. A: Células inoculadas con medio
MEM (control negativo). B, C: Muestra a las 24 h pos-infección evidenciando lesión.
Se observa redondeo de células con núcleos picnóticos, redondeo celular y lisis celu-
lar en el 60% del pozo inoculado. D. Muestras a las 48 h pos-infección. Se observan
sincitios, redondeo y lisis celular en más del 50% del pozo inoculado



Rev Inv Vet Perú 2017; 28(4): 1010-10191016

G. Castro et al.

Las cuatro muestras aisladas en VERO
21 y confirmadas por RT-PCR en tiempo real,
correspondieron a las granjas ubicadas en
Chilca (n=1), Pachacamac (n=2) y Ventani-
lla (n=1).

DISCUSIÓN

La presencia del virus PED se reporta
por primera vez en mayo de 2013 en granjas
porcinas de Iowa y Minnesota, EEUU, ex-
tendiéndose para fines de ese año a 18 esta-
dos del país (Kehrli et al., 2014). La enfer-
medad fue reportada por primera vez en el
Perú en setiembre de 2013 por SENASA y
la FMV-UNMSM (SENASA, 2013), median-
te la prueba de RT-PCR en tiempo real, pero
sin el aislamiento viral, prueba reconocida
como ‘Gold standard’ para el reporte de una
enfermedad cuando es considerada exótica
para un país o región.

La primera evidencia clínica de la en-
fermedad de PED en el país se hizo a través
de la prueba cualitativa de IHC (Song y Park,
2012), prueba que permite diferenciar a PEDv
de TGEv, ya que ambos virus presentan sig-
nos clínicos y causan lesiones macroscópicas
y microscópicas similares (Jung et al., 2014;
Madson et al., 2014). Esta prueba se hizo ya
que se había reportado un brote de TGEv en
lechones en 2012 (M. Ramírez, Lima, comu-
nicación personal). El 94.3% (35/37) de las
muestras resultaron positivas a PEDv por
IHC, siendo probable que las dos muestras
negativas a IHC tengan otro origen, ya que
los signos clínicos gastroentéricos no son es-
pecíficos a PEDv (OIE, 2104).

Siendo la PED una enfermedad exótica
para el país era necesario la confirmación
molecular de las 35 muestras positivas a IHC.
La prueba de RT-PCR dúplex en tiempo real
permitió diferenciar los virus causantes de
TGE y PED en una sola corrida, donde el
97.1% (34/35) de las muestras positivas a IHC
resultaron positivas a PED. La alta sensibili-
dad y especificidad de técnicas moleculares

como el PCR, permite detectar hasta el 100%
de animales infectados si se trabaja con las
muestras adecuadas y con protocolos ade-
cuados (Kim et al., 2001; Kim y Chae, 2002),
por lo que constituye la técnica más idónea
para la detección viral frente a otras pruebas
convencionales (Song et al., 2006; Lin et al.,
2015).

De las ocho muestras que presentaron
lesión en el cultivo celular, solo cuatro fueron
confirmados como PEDv mediante la prue-
ba de RT-PCR en tiempo real (Figura 3). Los
cuatro aislados negativos a PEDv serían otros
agentes virales que encontraron receptores
para su ingreso y replicación en las células
VERO ocasionando lesiones similares a
PEDv. Existen múltiples factores que afec-
tan los resultados del aislamiento del PEDv
en cultivo celular, como son el tipo de espéci-
men, título viral, sustancias inhibidoras en el
contenido intestinal, así como factores espe-
cíficos de las cepas virales, tipos de líneas
celulares y las condiciones de cultivo que tie-
ne que ver con la concentración de tripsina
(Wang et al., 2015). Diversos estudios des-
criben la dificultad de la técnica de aislamiento
de PEDv en cultivo celular a partir de mues-
tras intestinales o de heces (Chen et al., 2014;
Wang et al., 2015; Lv et al., 2016). Oka et
al. (2014) reportaron el aislamiento con éxito
de 9 de las 88 muestras positivas por pasajes
seriados en células VERO suplementadas con
tripsina. Estas cepas PEDv mostraron tres
perfiles genéticos en la región parcial de la
proteína S en base al análisis de la secuencia
genómica.

En el presente estudio, la lesión o ECP
fue observado en los dos primeros pasajes,
similar a lo reportado por Hofmann y Wyler
(1988) y a diferencia de lo descrito por Pan
et al. (2012), donde el ECP fue observado en
el sétimo pasaje a pesar de que el virus era
detectado por RT-PCR en los pasajes pre-
vios. Estas discrepancias se atribuyen a la
relativa susceptibilidad de las células de la
línea VERO a las diferentes cepas de PEDv
(Pan et al., 2012).
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Otra dificultad en el aislamiento del
PEDv está en la concentración de tripsina en
el medio de cultivo celular. El protocolo utili-
zado fue una adaptación de los descritos por
Pan et al. (2012) y Oka et al. (2014); sin
embargo, hasta el momento no se ha podido
lograr una tasa de replicación mayor que per-
mita obtener altas concentración de viriones.
Cabe mencionar que diversos autores coin-
ciden en la dificultad que representa adaptar
esta técnica en el laboratorio (Chen et al.,
2014; Oka et al., 2014; Wang et al., 2015);
no obstante, se continúa realizando los ensa-
yos correspondientes a fin de obtener un pro-
tocolo más eficiente que permita el aislamien-
to de mayor número de cepas del PEDv en
el Perú.

CONCLUSIONES

 Se aislaron cuatro cepas de campo del
virus de la diarrea epidémica porcina
(PED) de lechones infectados provenien-
tes de granjas de Lima.

 El aislamiento de cepas de campo del
PEDv permitió obtener replicación en el
12.9% de las muestras inoculadas (4/31)
en células VERO-21 evidenciadas has-
ta el segundo pasaje.

 Las cepas del PEDv aisladas presenta-
ron un Ct de 15.11 y un Tm de 77.6.
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