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Introduccion.

El virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV) fue
identificado en México en 2013, esta enfermedad se
caracteriza por diarrea severa y vOmito que afecta a
cerdos de todas las edades causando una mortalidad
arriba del 90% en lechones lactantes. El aislamiento del
virus se reportd por primera vez en 1988, en diferentes
cultivos primarios y lineas celulares, lograndolo solo en
la linea celular Vero, en presencia de Tripsina (Hofmann
y Wyler, 1988).

Material y métodos.

Se tomaron muestras clinicas de lechones de menos de 8
horas de nacidos, de heces, contenido gastrico, intestino y
pulmén, de una granja con cuadro clinico sugerente a
diarrea epidémica porcina. Se realizd el diagnostico
diferencial con los virus TGE y Rotavirus mediante el
uso del kit TGE/PED Ag Test y PED/Rota Ag Test de
BIONOTE.

Para el aislamiento viral en las céulas Vero se utilizaron
10 muestras (3 de pulmén, 4 de intestino y 3 de
contenido gastrico), se realizaron 5 pases ciegos y en el
5° pase se realizdo RT-PCR para la amplificacion de una
region del gen M, para cofirmar la presencia del virus, los
cultivos positivos se sigueron hasta por 10 pases. Para el
aislamiento en las células MARC-145 e IPEC-J2 se
usaron 2 muestras de intestino y 2 de pulmén. Se
realizaron 5 pases ciegos, para confirmar la presencia del
virus en los cultivos se utilizo la técnica de RT-PCR. Los
sobrenadantes de los cultivos positivos se titularon
mediante el método descrito por Reed-Miiench
expresando el titulo en dosis infectivas en cultivo celular
al 50%/ml (DICCs¢%/ml).

Resultados y Discusion.

Las muestras resultaron negativas a los virus TGE y
Rotavirus y fueron positivas a PEDV (Ag Test de
BIONOTE). Al igual que en el trabajo de Hofmann y
Wyler en este caso el aislamiento fue posible en la linea
celular Vero a partir de la muestra de pulmén (Hofmann
y Wyler, 1988), en las cuales el virus se propagd de
manera eficiente, mostrando efecto citopatico (ECP)
caracterizado por la fusion de células infectadas (sincitio
o formacion polykaryon) desde el pase 3 y RT-PCR
positivo. La tasa de aislamiento del virus PED en células
Vero fue del 10%, lo cual concuerda con lo reportado en
la literatura ya que estudios recientes en Estados Unidos

reportan una viariacion que va desde 5 a 10% (Chen et
al., 2014 y Oka et al., 2014). Los titulos infecciosos
virales obtenidos durante los 10 pases en células Vero
oscilaron entre 1x10>-1x10* DICCso%/ml. Sin embargo
las caracteristicas de crecimiento, variaron entre los
pases, entre los pases 1-6 se observo formacion de
sincitio y desprendimiento celular a las 48 hpi, mientras
que de los pases 7-10, se observé formacion de sincitio y
sin desprendimiento celular aun a las 72 hpi.

Mientras que en las células MARC-145 e IPEC-J2 solo
se intentd el el aislamiento a partir de 2 muestras de
intestino y 2 de pulmoén (debido a la disponibilidad de las
muestras), el ECP fue desprendimiento y vacuolizacion
en los pases 1-5, sin embargo el RT-PCR fue positivo en
ambos casos. Las tasa de aislamiento en estas lineas
celulares fue del 100%, aunque tenemos que considerar
que solo se utilizaron dos tipos de muestra. Las células
MARC-145 y IPEC-J2 solo se han utilizado para la
propagacion de cepas virales no para el aislamiento del
virus PED, nuestro trabajo reportamos la posibilidad de
ser usadas con fines de aislamiento.

Conclusiones.

En el presente estudio se logro el aislamiento del virus
PED en diferentes lineas celulares, Vero, Marc-145 ¢
IPEC-J2. Aunque el aislamiento PEDV podria verse
afectada por varios factores, se necesitan mas estudios
para mejorar la metodologia de aislamiento o para
determinar el factor (s) que contribuyen a mejorar la tasa
de éxito de aislamiento PEDV en cultivo celular.
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