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INTRODUCCIÓN

La gastroenteritis transmisible  del cerdo (TGE) es
una enfermedad de los cerdos, infecciosa, aguda y
altamente contagiosa;  causada por un virus de la fa-
milia Coronaviridae, género Coronavirus (2). La mis-
ma se caracteriza por diarreas profusas y vómitos,

provocando una alta morbilidad y letalidad en cerditos
lactantes (8). Debido a las afectaciones que  produce
en la industria porcina ha sido considerada una de las
enfermedades de declaración obligatoria por la Orga-
nización Mundial de Salud Animal (OIE)(4). El virus
de TGE está presente en muchos países de Europa,
América, Asia y África (7).
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RESUMEN: La gastroenteritis transmisible (TGE) es una enfermedad de los cerdos, infecciosa, aguda
y altamente contagiosa;  causada por un virus de la familia Coronaviridae, género Coronavirus. En nuestro
país, a partir del año 2003 se comenzaron a presentar brotes de síndrome diarreico con las características
clínico epizotiológicas de la enfermedad de TGE,  pero para lograr la confirmación del diagnóstico era
necesario aislar el virus en cultivos celulares a partir de animales enfermos, seguido de una identificación
en aquellos cultivos que presentaran efecto citopático, para lo cual era necesario desarrollar una
metodología para el aislamiento viral, ya que para este virus ha sido reportado con anterioridad que el
aislamiento en células resulta muy difícil de lograr. En esta investigación se desarrolló una metodología
para el aislamiento del virus de TGE. Los aislamientos obtenidos durante la evaluación de  la técnica
fueron identificados como positivos a través de la aplicación de inmunoperoxidasa indirecta sobre las
células infectadas con un anticuerpo monoclonal comercial específico anti TGE.
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ISOLATION OF SWINE TRANSMISSIBLE GASTROENTERITIS VIRUS IN CELL
CULTURES

ABSTRACT: Transmissible gastroenteritis (TGE) is an infectious, acute and highly contagious disease
in swine. It is caused by a virus belonging to the Coronaviridae family, Coronavirus genus. Some outbreaks
starting with diarrheic symptoms with the clinical characteristics of TGE disease have been present in
our country since 2003. But for having the confirmation of the diagnostic, it was necessary to isolate
the virus in cell cultures from sick animals, followed by an identification in those cell cultures with
cytopatic effect. That is why, it was necessary to develop a methodology for the virus isolation, since for
this virus, it has been previously reported that isolation in cells is very difficult to obtain. In this research,
a methodology was developed for the virus isolation. The isolates obtained during the technique
evaluation were identified as positive by indirect immunoperoxidase in cells with an anti TGE specific
commercial monoclonal antibody.
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De acuerdo a los monitoreos serológicos conduci-
dos en los Estados Unidos de América y Europa existe
una alta prevalencia de este virus (6, 9). En Cuba, nun-
ca se había presentado brotes de síndrome diarreico
con las características clínico epizotiológicas, tales que
sustentarán el emprender estudios serológicos para
descartar o no la presencia de este virus u otro miem-
bro de la familia.  Sin embargo, a partir de febrero del
2003, se comenzaron a presentar en la provincia de La
Habana cuadros de diarrea y vómitos en crías recién
nacidas y diarrea, vómitos y agalactia en las puercas
madres, con índices de mortalidad cercanos al 100%
en las crías. Estos síntomas fueron asociados por las
evidencias clínico epizootiológicas con la presencia de
TGE. Posteriormente, se tuvieron evidencias por
microscopía electrónica y serológicas, pero era nece-
sario realizar la confirmación definitiva de la participa-
ción de este virus como agente causal del síndrome
diarreico presentado en los cerditos.

Dentro de los métodos de diagnóstico confirmato-
rio de las enfermedades virales se encuentra el aisla-
miento viral a partir de cultivos celulares, principal-
mente debido a que la TGE era una enfermedad exó-
tica para nuestro país. A nivel mundial se informa que
este virus es extremadamente difícil de aislar (1). En
Cuba no se contaba con experiencia previa de traba-
jo con este género viral, ni con una metodología pre-
cisa para el aislamiento de esta entidad. Por estas
razones el objetivo de este trabajo fue evaluar una
metodología para el aislamiento del virus de TGE, a
partir de  cultivo celulares, realizando algunas modifi-
caciones al método normalizado en nuestro laborato-
rio para otros virus y la metodología descrita en el
Manual de la OIE, 2004 (3) para este virus.

MATERIALES Y MÉTODOS

Reproducción experimental: Se inoculó una cer-
da recién parida y su camada de 3 cerditos por vía
oral, con 2 mL de una suspensión de macerado de
intestinos obtenidos a partir de crías con signos clíni-
cos y sacrificadas a tal efecto. El inóculo fue tratado
con antibióticos y filtrada (0.22µm).

Cultivos Celulares: Se utilizaron cultivos prima-
rios de riñón de cerdo neonato y las líneas celulares:
ST  (testículo de cerdo) y SK6 (riñón de cerdo) proce-
dentes de la Universidad de Guelph, Canadá y Uni-
versidad de Giessen, Alemania respectivamente. Las
células se sembraron en placas de 24 pozos Nunc y
para su crecimiento se utilizó el medio DMEM
(Dulbeco’s modified Eagle’s medium) (Sigma-Aldrich),
suplementado al 10% con suero fetal bovino. Los cul-
tivos se utilizaron de dos formas: a las 24 horas de

sembrados cuando la monocapa de células ya esta-
ba completa y en fase exponencial de crecimiento.
Como medio de mantenimiento para las células se
usó medio DMEM, suplementado con antibióticos (Pe-
nicilina 100UI/mL; Estreptomicina 100 µg/mL;
Fungizone 2,5 µg/mL)(SIGMA) y HEPES 25mM. Se
evaluó el uso en la hora de adsorción  de tripsina 10µg/
mL (5) y sin tripsina.

Procesamiento de las muestras: Se analizaron
las heces fecales diarreicas presentes en los cerditos
inoculados a las 24 y 48 horas post inoculación (pi), las
cuales fueron homogenizadas 1 gramo en 10 mL de
medio DMEM sin suero, suplementado con antibióticos
(3 veces la concentración descrita anteriormente), pos-
teriormente se centrifugaron y filtraron a través de una
membrana de acelato de cleulosa de 0,45 µm (3). Den-
tro del procesamiento de las muestras se evaluó la
sonicación, para esto se utilizaron muestras en parale-
lo, unas se sonicaron después del paso de
homogenización y otras fueron inoculadas sin sonicar.

Inoculación de los cultivos: Las muestras de
heces fecales procesadas fueron inoculadas en tres
réplicas cada caso. Tanto en las monocapas con una
confluencia al 100% (24 horas) como en los cultivos
en fase exponencial de crecimiento, el volumen del
inóculo fue 200 µL y el caso específico de la inocula-
ción en monocapa se evaluó la adición de 300 µL de
medio de mantenimiento con tripsina o sin tripsina
durante el tiempo de adsorción. Posteriormente se
retiró el inóculo, se lavó con medio sin tripsina y se
añadió 1 mL de medio sin tripsina.

Identificación de los aislamientos: Las células
infectadas y no infectadas se fijaron luego de la apa-
rición del efecto citopático con acetona al 30% y se
analizaron mediante la técnica de inmunoperoxidasa
indirecta (IPI), para detectar la presencia de antígenos
específicos del virus de TGE. Para esto se utilizó el
anticuerpo monoclonal 1DB12 comercializado por
INGENASA y un antisuero policlonal de cerdo obteni-
do en nuestro laboratorio. Como 2dos anticuerpos se
emplearon Anti IgG de ratón (Sigma) (dilución 1:400)
para el monoclonal y Proteina A peroxidasa (Sigma)
(dilución 1: 2000) en el caso del suero policlonal. Como
sustrato cromógeno se utilizó una solución de
Aminoetilcarbazol (AEC) (1 mL de 0,4% de AEC en
N,N-dimetil-formamida, 19 mL de acetato de sodio
0,05 M pH 5,0) y peróxido de hidrógeno al 0,01%)..

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

A las 18 horas post-inoculación (pi), se presentó
en las crías recién nacidas un cuadro gastroentérico,
que fue agravándose hasta llevar a los animales a
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deshidratación severa y muerte en el término de 5
días pi. La cerda madre presentó vómitos y agalactia,
recuperándose a los 5 días pi.

Los cultivos primarios de riñón de cerdo inocula-
dos con las muestras de heces fecales diarreicas
obtenidas a las 24 y 48 horas pi de los cerditos enfer-
mos, mostraron la formación de sincitios a las 12 ho-
ras de inoculadas las células (Fig. 1). A las 15 a 18
horas después de la inoculación estas aparecieron
agrupadas y  en  la mayoría de los pozos la monocapa
fue totalmente destruida a las 24 horas.

En el manual de técnicas diagnósticas y vacunas
para animales terrestres (3), se describe una meto-
dología para el aislamiento de este virus en cultivo de
células. En este capítulo, se refiere la aparición del
efecto citopático entre 3 y 7 días pi de los cultivos
primarios, aspecto que debe ser señalado, pues en
nuestro caso, este efecto se pudo observar tan tem-
prano como a las 12 horas pi, el cual se completa a
las 24 horas pi.

Durante el proceso de evaluación y estandarización
de la metodología de aislamiento se obtuvo como re-
sultado el aislamiento viral de las muestras de diarrea
de las 48 horas, lo mismo sonicadas que sin sonicar,
y en presencia de tripsina en la hora de adsorción. La
presencia de tripsina en el medio de mantenimiento
fue fundamental para lograr el aislamiento viral, ya
que sin tripsina, se aisló el virus solamente de una
muestra. Se plantea que la función de la tripsina es
facilitar la penetración del virus a través de la mem-
brana.  La adición de tripsina al medio para el aisla-
miento del virus de TGE y otros como el rotavirus ha
sido empleada por Paton y Lowings, 1997. En el caso
de TGEv existe una metodología recomendada por el

manual de la OIE (3) para su aislamiento, en la cual
sugieren el empleo de la tripsina, pero no se descri-
ben el momento ni las concentraciones que se deben
emplear. De manera general, a nivel mundial, los vi-
rus que forman este género, han sido reconocidos
como muy difíciles de aislar (5, 8, 10).

En los cultivos en fase exponencial de crecimien-
to se observó un efecto tóxico debido a los lavados
y la concentración de antibióticos, sobre todo en
presencia de tripsina, por lo que se determinó que
el uso de los cultivos en forma de monocapa esta-
blecida es indispensable para lograr el aislamiento
de este virus.

Se demostró que la incubación para la adsorción
del virus a las células, debe realizarse durante 1 hora,
ya que con dos horas se logró el aislamiento viral, sin
embargo, la monocapa de células presentó zonas
destruidas.

La evaluación de las líneas celulares SK6 y ST,
evidenció que estas son menos sensibles en el pro-
ceso de aislamiento viral que el cultivo primario, ya
que solamente una muestra presentó efecto citopático
en ambas líneas y el mismo apareció 24 horas des-
pués, que en los cultivos primarios donde se eviden-
cia entre las 12  a  24 horas pi.

Siguiendo la metodología establecida en nuestro
laboratorio, se analizó un grupo de muestras de dife-
rentes provincias del país. Las muestras positivas
(Tabla 1), mostraron el efecto citopatogénico caracte-
rizado previamente. El mismo fue identificado como
TGEv mediante la reacción positiva coloreada por IPI
con el monoclonal comercial (1DB12)  y el policlonal
de cerdo (Figura 2).

 

A B C

FIGURA 1. Efecto citopático en cultivo primario de riñón de cerdo (RCe) del aislado VB266/03 obtenido de heces fecales
24 horas pi de una cría enferma. A: control de células sin inocular, B: efecto citopático 15 horas pi, C: efecto citopático 24
horas pi./ Cytopatic effect on pig kidney primary culture by the VB 266/03 isolate from faecal samples at 24 hours post-
infection of a sick newborn piglet.
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La metodología en resumen que se estableció lue-
go de este trabajo fue la siguiente:

Muestras:

• Raspado de mucosa + contenido intestinal o diarrea
de cerditos de 24 a 48 horas de comenzados los
síntomas, homogenizadas al 10% en medio DMEM
con antibiótico 3 X. Filtrar a través de una membra-
na de acetato de celulosa de 0.45 µm (Centrisart,
Sartoius) y tratar con suero fetal bovino inactivado.

Inoculación:

- Cultivos primarios de riñón de cerdo recién nacido
en monocapas establecidas de 24 a 48 horas en
placas de 24 pozos a 37ºC; atmósfera de CO2  5%.

- Retirar el medio de cultivo y lavar con medio sin sue-
ro.

- Diluir  la muestra 1: 1,5 con medio de mantenimien-
to conteniendo tripsina 10 µg/mL.

- Volumen del inóculo/pozo: 0,5 mL.

- 1 hora de incubación a 37ºC; CO2  5%

- Retirar el inóculo.

- Lavar 1 vez con medio sin tripsina.

- Agregar 1 mL de medio sin tripsina.

- Observación diaria del ECP.

- Recoger el sobrenadante de los pocillos con ECP y
congelar y descongelar  a -80oC.

La aplicación de estos resultados permitirá implan-
tar el servicio de diagnóstico de este virus en el grupo
de Virología Animal del CENSA. Esto nos brinda la
posibilidad de aumentar la eficiencia de nuestro diag-
nóstico, en el esclarecimiento de la etiología de un
síndrome diarreico en porcinos, donde varios agen-
tes infecciosos o no, pueden estar involucrados. Como
todo diagnóstico rápido y oportuno, permite que se
puedan tomar las medidas contra epizoóticas inme-
diatas, para el  control de la enfermedad y minimizar
las pérdidas debido a su diseminación a animales
susceptibles. Aspecto que incidirá indirectamente so-
bre la reducción del número de focos de esta enfer-
medad a nivel nacional.
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TABLA 1. Aislamiento viral en cultivos de tejidos./ 
Viral isolation in tissue cultures 
 

La Habana 4 
Matanzas 4 
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Villa Clara 7 
Holguín 9 
Reproducción Experimental 4 
Total Muestras Positivas 37 
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FIGURA 2. Identificación de TGEv por  Inmunoperoxidasa
indirecta, efecto citopático obtenido por un aislado en culti-
vo primario de riñón de cerdo. A: Control de células sin ino-
cular. B: Efecto citopático 8 horas pi. C: Efecto citopático
15 horas pi. D: Efecto citopático 24 horas pi./  Identification
of TGEv by Indirect immunoperoxidase, cytopatic effect of
an isolate in pig kidney primary culture. A: Control of cells
not being inoculated. B: Cytopatic effect 8 hours pi. C:
Cytopatic effect 15 hours pi. D: Cytopatic effect 24 hours pi.
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