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RESUMEN

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS), es una enfermedad exclusiva del
cerdo, la cual causa las mayores pérdidas econdmicas en la industria porcina a nivel
mundial. El virus es transmitido por diferentes fuentes, principalmente a través de contacto
con cerdos contaminados, semen entre otros. Una de las vias posibles de transmision,
corresponde a la transmisién oral mediante el consumo de carne de cerdo contaminada. En
Chile el virus fue re-introducido en 2013, desconociéndose su forma de ingreso; sin
embargo, esta estrechamente relacionado con cepas de USA del 2012, identificadas durante

actividades de vigilancia.

Para evaluar la posible transmision a través de la carne, se analizaron 72 muestras de carne
de cerdo importada, mediante RT-PCR en tiempo real y aislamiento viral. Seis de las
72(8%) muestras resultaron positivas a RT-PCR en tiempo real y 7(10%) sospechosas, con
Ct promedio de 34,9. La muestra con el Ct mas bajo fue de 33,09 y el maximo
(sospechoso) 36,5. Estos resultados confirman la presencia frecuente de material genético
de virus PRRS en carnes importadas. Por otro lado, en ninguna de las muestras positivas
fue posible aislar el virus PRRS. Su viabilidad no pudo ser demostrada, lo puedo verse
influenciado debido a problemas del aislamiento viral, ya que los cultivos fueron

usualmente contaminados por bacterias presentes en la carne limitando la técnica.

Futuros estudios son necesarios para entender mejor esta via de transmision, una de las

maneras de mejorar el estudio de viabilidad podria ser el uso de animales centinela.

Palabras clave: PRRS, carne de cerdo, importacién, RT-PCR en tiempo real, aislamiento

viral.



ABSTRACT

The porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS), is a mayor disease causing the
highest economic losses in the pork industry worldwide. The virus only affects pigs, the
main transmission sources are the infected pigs and semen. Another source of infection
may be pork, by oral ingestion. In Chile PRRS virus was re-introduced in 2013. The virus
is close related genetically with strains detected in USA in 2012. The introduction source is

still unknown.

The goal of this study was to assess the pork as a possible source of PRRS virus. Seventy-
two pork samples were tested by real time RT-PCR and viral isolation was attempted in
positive samples. Six (8%) out of 72 were positive and 7 (10%) were suspect. The average
of Ct values was 34,9 excluding negative samples. The lowest Ct reported was 33.09 and
the highest suspect Ct value was 36.5. The PCR results indicate that RNA of PRRS virus
can be frequently found in pork samples. In other hand, the viral isolation was negative in
all samples tested at first passage. Therefore, the PRRS viability was not confirmed. These
results may be affected by cell culture contamination by bacteria present in the pork
samples. Further studies are necessary to better understand this source of contamination, to

improve the assess viability the animal bioassay could be used.

Key words: PRRS, pork, importation, real time RT-PCR, viral isolation.



INTRODUCCION

En Chile, la produccion de carne de cerdo se posiciona como la segunda mas importante en
términos de volumen producido, con un total de 523 mil toneladas vara producidas en el
afio 2015, cifra que representd un 36% de la produccion total de carnes. Sumado a esto, la
industria porcina es la principal exportadora de carne del pais, destinando el 55% del total
producido en el 2015 para exportacion (ASPROCER, s/a). La produccién se concentra en la
zona centro sur del pais, donde la Region de O’Higgins es la que posee el mayor nimero de
criaderos industriales y poblacién porcina, siguiendo en orden de importancia las regiones
Metropolitana, Bio-Bio, Maule, La Araucania, Los Lagos y Valparaiso (INE, 2015).

Actualmente, Chile exporta a 60 diferentes paises y esta posicionado como el sexto pais
exportador de carne de cerdo a nivel mundial (ASPROCER, s/a). Esto se debe, junto a otras
razones, a la mantencion del estatus de “pais libre” frente a las principales enfermedades
que limitan el comercio internacional. Sin embargo, se encuentra presente una de las
enfermedades de mayor importancia para la industria en el mundo, por causar grandes
pérdidas productivas y economicas. ElI Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino
(PRRS) se caracteriza por producir defectos en la reproduccion de las hembras porcinas y
problemas respiratorios en lechones y cerdos en crecimiento (OIE, 2015a). Esta
enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en el mundo, excepto en Australia,

Nueva Zelanda, Finlandia, Noruega, Suecia y Suiza (Niederwerder y Rowland, 2017).

Chile ha sido uno de los pocos paises que logro llevar a cabo con éxito un plan de control y
erradicacion de la enfermedad entre los afios 2003 y 2007, y se auto-declar6 libre de PRRS
ante la OIE, quien aceptd esta condicion en marzo de 2013. Sin embargo, la enfermedad
reaparece en octubre del 2013, esta vez causada por un nuevo virus. Debido a esto, se lanza
un nuevo plan de control y erradicacion de PRRS por parte del Servicio Agricola y
Ganadero (SAG) en el cual se trabaja desde 2014 a la actualidad (SAG, s/a). Una de las
hipétesis de la reintroduccion de PRRS a Chile ha sido la introduccion y transmision del
virus a través de la carne importada, lo cual no ha sido completamente descartado. En este
proyecto se analizaran muestras de carnes de cerdo importadas, para detectar e identificar
material genético y/o presencia de virus viable de PRRS. Estos resultados ayudaran a

entender de mejor manera esta posible ruta de re-introduccion y transmision.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS, por sus siglas en inglés) es una
enfermedad viral caracterizada por producir cuadros clinicos reproductivos en las hembras
porcinas y problemas respiratorios en lechones y cerdos en crecimiento (OIE, 2015a). Es
por estos efectos, sumado a su rapida propagacion, que es considerada una de las
enfermedades mas importantes en la industria porcina, debido al impacto productivo y

econdémico que es capaz de producir.

Los primeros antecedentes de la enfermedad se obtuvieron en 1987, donde la aparicion de
una enfermedad de etiologia desconocida afectaba a la produccion porcina de Estados
Unidos, y debido a esto, se le denominé como la “Enfermedad misteriosa del cerdo” (MSD,
por sus siglas en inglés). Luego, en 1990 comenzaron a aparecer signos compatibles con la
MSD en Alemania y otros paises de Europa occidental donde fue adquiriendo y se hizo
conocida con otros nombres como “Sindrome abortivo y respiratorio porcino (PEARS),
“Enfermedad del cerdo de orejas azules”, “Sindrome abortivo y respiratorio epidémico”,

entre otros (Christianson y Joo, 1994).

La identificacion del agente etioldgico, finalmente se confirmé en Holanda en el afio 1991,
donde fue posible aislar un virus previamente desconocido proveniente de cerdos afectados
por la enfermedad, al cual se nombrd como “virus Lelystad” (Wensvoort et al., 1991). Poco
tiempo después, se publicd el aislamiento del virus en Estados Unidos, y se denomind
“virus del Sindrome respiratorio y de infertilidad porcino” (SIRS) (Collins et al., 1992).
Finalmente, en el afio 1992 durante el Simposio Internacional sobre la enfermedad llevado
a cabo en St. Paul, Minnesota, se llega al consenso de utilizar el nombre de Sindrome

Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS) (Christianson y Joo, 1994).
Etiologia

El virus del Sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSv) es clasificado
taxondémicamente como perteneciente al Orden Nidovirales, Familia Arteviridae y Género
Arterivirus (OIE, 2015a). Es un virus ARN de hebra simple con polaridad positiva,
envuelto, de 50-56 nm de diametro. EI ARN virico es de 15 kb de longitud
aproximadamente y codifica para al menos 7 marcos de lectura abiertos (ORFs), donde el



ORFs 1a y 1b abarcan el 75% del genoma viral y codifican para proteinas involucradas en
la replicacion viral, mientras que los ORFs 2-7 codifican principalmente para proteinas
estructurales (Linhares, 2013).

Existen 2 genotipos del PRRSyv, el tipo 1 o variante europea- siendo su virus prototipo el
“Lelystad”- y el tipo 2, norteamericano, con su virus prototipo VR 2332 (OIE, 2008).
Ambos genotipos presentan una diferencia en su secuencia nucleotidica de
aproximadamente un 44% (Zimmerman et al., 2012). Dentro de cada genotipo existen

maltiples variantes las que se agrupan en linajes.
Patogenia

La exposicion de un hospedero susceptible ante el PRRSv, mediante las diversas posibles
vias de transmision (que incluyen la inhalacién, ingestion, coito, inseminacion artificial- a
través de semen infectado, heridas y fomites), produce una infeccion virémica de duracion
aproximada de 3-5 semanas y una infeccion no virémica persistente en el tejido linfatico

incluso después de 4 meses post infeccion (Wills et al., 2003).

La principal via de transmision es a través de contacto directo entre un animal infectado y
uno susceptible, siendo la via oro nasal la principal via de ingreso del virus. La replicacién
viral se produce en los macréfagos locales del cornete nasal, tonsilas y pulmon, y por via
linfatica alcanza los nddulos linfaticos regionales desde donde pasa a la circulacion
sanguinea y se distribuye al resto de los drganos (Zimmerman et al., 2012).

Manifestacion clinica

La manifestacion clinica de la enfermedad varia de acuerdo a diferentes factores que
incluyen la edad y el sexo del animal, la variante viral, el estatus sanitario del rebafio y el
estado inmunitario del hospedero y rebafio (Ciacci-Zanella y Sobestiansky, 2007). Es asi
como la signologia clinica y la severidad con que se presenta es altamente variable
(Nodelijk, 2002), pudiendo ser desde una infeccion inaparente que no genere grandes
cambios en la productividad a una enfermedad reproductiva y/o respiratoria severa
(Linhares, 2013). De manera general, la fase epidémica de la infeccion se caracteriza por
afectar a todas las etapas productivas, y en comenzar con signologia inespecifica como la

presentacion de anorexia y letargia (Zimmerman et al., 2012). En los lechones y cerdos en



crecimiento se presentan animales con temperatura rectal elevada (39-41°C), hiperpnea y
disnea, hiperemia cutanea, extremidades cianoticas y disminucion en la ganancia diaria de
peso (Zimmerman et al., 2012). La enfermedad respiratoria se complica, ya que incrementa
la susceptibilidad a Streptococcus suis y aumenta la severidad de la infeccion por
Salmonella choleraesuis e Influenza A (Cho y Dee, 2006; Dobrescu et al., 2014).
Asimismo, PRRSv puede ser potenciado a través de la infeccidon conjunta con Mycoplasma
hyopneumoniae y Circovirus Porcino tipo 2 (Wellenberg et al., 2004; Thacker et al., 1999).

Luego, 1-4 meses después del ingreso de la infeccion a un plantel, se comienzan a
evidenciar los desdrdenes reproductivos en las hembras, que incluyen abortos, nacimientos
prematuros, aumento en la incidencia de fetos autoliticos, muerte fetal con o sin
momificacion y lechones débiles que mueren al poco tiempo luego de nacidos (Nodelijk,
2002). En los verracos, los principales signos que se presentan incluyen anorexia, letargia,
falta de libido y la reduccion en la calidad del semen, debido a cambios morfoldgicos y en

la motilidad de los espermatozoides (Prieto et al., 1996).
Transmision

El PRRSv puede ser transmitido tanto de forma vertical y horizontal. La transmision
vertical consiste en el paso del virus a través de la placenta desde una madre infectada al
feto. La transmision transplacentaria generalmente ocurre durante el Gltimo trimestre de la
gestacion, sin embargo también existe evidencia de algunos aislados capaces de traspasar
esta barrera solo a los 30 dias de gestacién (Zimmerman, 2003). Los lechones que

sobreviven y nacen infectados, excretan el virus durante los primeros meses de su vida.

En cuanto a la transmisién horizontal, esta puede ser tanto de manera directa como
indirecta. La forma mas comun de la transmision del PRRSv, es mediante transmision
directa, por contacto estrecho entre los animales, debido a conductas tanto amistosas como

agresivas a través de la exposicién a fluidos corporales contaminados (Zimmerman, 2003).

La transmisién horizontal indirecta es principalmente a través de fomites, que incluyen
botas, overoles, agujas, jeringas, vehiculos de transporte (Cho y Dee, 2006) e insectos.
Especificamente se ha demostrado la transmisién mecanica del virus por mosquitos y

moscas bajo condiciones experimentales (Otake et al., 2002; Otake et al., 2004).



Por otro lado, la transmision por aerosoles cumple un rol importante en la transmision entre
granjas cercanas, especialmente en areas donde existe alta densidad de producciones
porcinas. En cuanto a la distancia necesaria para que el virus pueda ser aerotransportado y

permanecer infeccioso, Otake et al., (2010) ha logrado establecer una distancia de 9,1 km.

Finalmente, otra de las posibles vias de transmision que se ha estudiado es la transmision
mediante el consumo de carne de cerdo contaminada con PRRSv (Zimmerman, 2003).Un
estudio preliminar demostré la presencia de ARN de PRRSv en carne y jugo de carne en
1/10 muestras, aunque no se demostrd la presencia de virus viable (datos preliminares
ASPROCER). Por otra parte, estudios previos, basados en el contexto norteamericano, han
estipulado que tan solo el 1,9% de las carcasas faenadas serian positivas a PRRS con un
titulo <10® TCIDso/gr (dosis infecciosa en cultivo de tejido 50) (Alban et al., 2006; Magar
and Larochelle, 2004). Sin embargo, este modo de transmision estd en constante
evaluacion, debido a los riesgos que implica la comercializacion internacional de la carne

de cerdo.
Contexto nacional

En Chile se identifico PRRS por primera vez en el afio 1999 (Neira et al., 2016). Después
de un intenso programa de erradicacion y control, el virus fue eliminado en el 2007. Luego
de autoproclamarse libre, la OIE reconocid la condicion de “libre de PRRSv” a Chile en
Marzo del 2013. Posteriormente, en octubre del 2013, PRRS es reportado en una granja de
hembras de la Regién Metropolitana. El virus encontrado correspondié a un nuevo virus,
diferente al anterior, por lo que se confirmd una re-introduccién del patégeno. Se ha
determinado que el virus corresponde a un genotipo americano, y muy cercano a PRRSv
aislados en USA durante el afio 2012-2013, con los cuales tienen un ancestro comun (Neira
et al., 2015). Diversos estudios se han realizado en torno al origen del brote del 2013,
aunque aun no es claro como el virus hubiera ingresado al pais. En este contexto se ha
sugerido como via de ingreso, material genético (semen), productos inmunol6gicos
(vacunas contaminadas contra otros agentes) y la carne importada. A la fecha ninguna de
estas ha sido 100% descartada (Max, 2015).



HIPOTESIS
El PRRSv se encuentra presente en carne congelada de cerdo importada.
OBJETIVO GENERAL

Detectar y determinar la viabilidad de PRRSv presente en carnes congeladas de cerdo

importadas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar PRRSv en carnes congeladas de cerdo importadas.

2. Determinar la viabilidad de PRRSv presente en carnes congeladas de cerdo importadas.



MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se desarrollo en el Laboratorio de Virologia Animal, del Departamento de
Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias,
Universidad de Chile.

Obtencion de muestras

Se obtuvieron muestras de carne congelada de cerdo importada desde supermercados
ubicados en la Regién Metropolitana, que se seleccionaron de acuerdo a lo descrito a
continuacioén. Previamente, se ha observado que los principales cortes de carne de cerdo
importada corresponden a costillares, por lo cual, estas fueron usadas en el estudio.
Asimismo, se ha determinado que la mayor parte de las carnes de cerdo importada
provienen de Estados Unidos (USA) y Brasil. Debido a que este tltimo es negativo a PRRS
segun la OIE, solo se considerara la obtencidén de muestras provenientes de USA, ya que es
endémico al virus (OIE, 2015b)

Las carnes son comercializadas congeladas, selladas al vacio y contienen la fecha de faena.
Ademas, cada carne contiene un nimero de lote, el cual fue utilizado en la identificacion y
en la seleccion de las muestras. Para evitar tomar dos muestras del mismo cerdo, se
consideré elegir solo costillares derechos; asimismo, las muestras fueron elegidas de entre
al menos 4 lotes de produccion. A su vez, se recomienda obtener las muestras entre
Diciembre y Marzo, época de mayor prevalencia de PRRSv en USA (Tousignant et al.,
2014)

El tamafio de muestra fue calculado para encontrar al menos una muestra positiva,
considerando una poblacion infinita y prevalencia del 10%. Asi se estima que a o menos
31 muestras de carne serian analizadas si se queria encontrar al menos una muestra
positiva. Por lo tanto, se obtuvieron un nimero de muestras mayor o igual a 31 costillares.
Las muestras fueron compradas e inmediamente mantenidas en hielo para su transporte y

congeladas hasta su procesamiento a -20°C.



Procesamiento de las muestras

Cada muestra fue cortada sin ser descongelada obteniéndose al menos 5 porciones de 100
gramos cada una, que fueron almacenadas a -20°C como muestras de respaldo. Para
efectuar el corte de la carne, se utilizo una sierra caladora eléctrica, que fue flameada entre

cada muestra.

Por otro lado, una alicuota (pieza cérnica) fue descongelada, y el jugo de carne obtenido se
alicuotd en tubos de 1,5mL, obteniéndose a lo menos 10 mL de jugo de carne. El jugo de la
carne correspondio a la muestra a analizar, debido a que previamente se ha determinado
que es mas sensible a la deteccion por PCR en tiempo real (Torremorell, 2015). Una

alicuota fue inmediatamente procesada y el resto se conservo a -80°C como contra muestra.
RT-PCR en tiempo real

El material genético viral (ARN) fue extraido mediante el protocolo TRIzol® Reagent
(Thermo Fischer Scientific Inc.) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Para la
técnica de RT-PCR en tiempo real, se utilizd el kit comercial VetMAX™ NA and EU
PRRSV Reagents (LifeTechnologies), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Brevemente, la mezcla maestra estd compuesta por: 12,5 uL de Multiplex RT-PCR Buffer,
2,5 UL de PRRSV Primer ProbeMix V2, 2,5 yuL de Multiplex EnzymeMix, 0,25 uL de
Xeno™ RNA Control, 0,25 pL de agua libre de nucleasas y 7 L. de ARN, para completar
un total de 25 pL de reaccion. El programa de termociclado fue el siguiente: transcripcion
inversa a 45°C por 10 min, denaturacion inicial a 95°C por 10 min, y denaturacion a 95°C
por 15 s y alineamiento-extension a 60°C por 45 s en 40 ciclos. Las muestras que
presentaran un ciclo umbral (Ct, por sus siglas en inglés) menor a 35 fueron consideradas

como positivas, segun las recomendaciones del fabricante del kit.

Aquellas muestras positivas a RT-PCR fueron sometidas a aislamiento viral. A su vez, a las
muestras positivas a aislamiento viral se les realizaria titulacion viral. El titulo obtenido se

consideraria la carga viral al tiempo 0 (recién descongelado).



Aislamiento y titulacion viral

El aislamiento viral fue realizado en células MARC-145, que corresponden a células
epiteliales derivadas de rifidbn de mono verde. Brevemente, las células fueron crecidas y
mantenidas en botellas T75, usando medio minimo esencial (MEM), con un 5% de suero
fetal bovino (SFB) mas antibidticos y antimicoticos al 1% (Penicilina/Estreptomicina y
Anfotericina B). Las células se incubaron a 37°C con 5% de CO.. Posteriormente, placas de
24 pocillos fueron preparadas usando el mismo método, y fueron inoculadas con las
muestras previamente filtradas con un filtro de 0,2 um. Las monocapas se observaron
diariamente por 5 dias en busca de efecto citopatico (ECP) de PRRS, el cual consiste en el
desprendimiento paulatino de la monocapa. Las muestras sospechosas o positivas a ECP
serian sometidas a un nuevo PCR para confirmar la presencia del virus. Aquellas
monocapas que presenten un Ct menor al reportado en su muestra original se considerarian

como positivas al aislamiento viral, es decir en ellas existia presencia de virus viable.

Para la titulacion viral, se efectuaria un procedimiento similar al de aislamiento viral.
Donde monocapas de células MARC 145 serian crecidas en placas de 96 pocillos. Luego,
las muestras se diluirian 6 veces en base 10 usando medio de cultivo. Posteriormente, cada
muestra iba a ser inoculada en cuadruplicado, usando 100ul de dilucién. Las monocapas se
observarian por 5 dias para identificar ECP. El titulo viral iba a ser calculado en dosis
infectante 50/ml a través del método de Spearman y Karber (Hierholzer y Killintong,
1996).

Medidas de bioseguridad

Para desarrollar este estudio, se contemplé efectuar los procedimientos bajo estrictas
medidas de bioseguridad, para reducir el riesgo de contaminacién y diseminacion de
PRRSv. A continuacion, se detallan estas medidas de acuerdo a las diferentes etapas del

estudio.

Para el procesamiento de las muestras: el corte de muestras se realiz6 en el laboratorio de
Virologia utilizando mechero para eliminar material carnico infeccioso en suspension. La

sierra de corte, fue esterilizada entre usos. La muestra obtenida (jugo de carne) se extrajo y



alicuotd bajo campana de bioseguridad. Luego de la extraccion del material genético, la

muestra no es infecciosa.

Para el aislamiento y titulacion viral: ambos procedimientos fueron realizados en
dependencias del Laboratorio y Estacion Cuarentenaria Lo Aguirre del SAG y/o bajo nivel
de bioseguridad 2 (ATCC, s/a).

Anadlisis de Resultados

Los resultados son presentados de forma descriptiva y en caso de obtener muestras
positivas al PCR y/o a la titulacion viral, se realizardn comparaciones entre los valores de

Cty carga viral. Y finalmente, los resultados fueron ilustrados mediantes gréaficos y tablas.
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RESULTADOS

Un total de 72 muestras fueron analizadas en el presente estudio, realizandose muestreos en
6 diferentes ocasiones, entre Febrero del 2016 y Agosto del 2017, donde se obtuvo al

menos 6 muestras por evento.
RT-PCR en tiempo real

Para el andlisis de los resultados de RT-PCR en tiempo real se consideraron como positivas
a todas aquellas muestras que presentaran un Ct < a 35. De esta forma, 6 muestras
resultaron positivas (8%) y 59 negativas (82%). Las 7 muestras restantes presentaron un
valor de Ct > a 35 y < a 40, clasificandose como muestras sospechosas y representando un

10% del total (Tabla 1). Para la visualizacion grafica de los resultados, se consideré un Ct

de 40 para las muestras negativas (Figura 1).

Tabla 1- Resultados RT-PCR en tiempo real.

Resultado N° muestras Porcentaje
Positivas 6 8%
Sospechosas 7 10%
Negativas 59 82%
TOTAL 72 100%
30 ® ler (05.06.16)
® 2do (24.03.16)
® 3er (15.06.16)
32 4t0 (14.11.16)
® 5t0(30.03.17)
o * ® 610 (30.08.17)
34 b
............... ™ O
- ® ®
C 36 o ® °
°
38
40 - ccccccssssse eoee oo © © © 0000 00000000000000000000
] ] | ] ] ] ] ] I | ] I ] | ] ] ] ] ] | ] ] I ] | ] 1

Resultados de real time RT-PCR individuales

Figura 1-Valores de Ct de cada una de las 72 muestras distribuidas en los 6 muestreos.
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En 4 de los 6 muestreos se logrd identificar muestras positivas, y en 5 de los 6 hubo
muestras que reportaron un Ct menor a 40. La estadistica descriptiva obtenida considerando
todas las muestras en conjunto se detalla en la Tabla 2. Destaca que el Ct més bajo obtenido
correspondio a 33,09, y resulté un promedio de 39,09 considerando negativas con Ct 40. Al
excluir los resultados negativos, el promedio de Ct de los diferentes muestreos fue de 34,9

y el Ct mayor considerado fue de 36,5 (Figura 2).

Tabla 2- Estadistica descriptiva de los resultados de RT-PCR en tiempo real considerando

todos los resultados.

Numero de Muestras 72
Minimo 33,09
25% Percentil 40
Mediana 40
75% Percentil 40
Maximo 40
Promedio 39,09
Desviacion estandar 2,002
Error estandar 0,236

32.51

33.07 o®

33.51

34.0

- 34.54
(@]

35 0 et —————

35.51

36.0

36.5

37.0 T

Figura 2- Resultados de RT-PCR en tiempo real de muestras positivas y sospechosas.
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El detalle de los resultados obtenidos en cada uno de los 6 muestreos se describe a

continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El primer muestreo se realiz6 el 5 de Febrero del 2016, donde se analizaron 9
muestras. No se presentaron muestras positivas, 8 resultaron negativas y 1
sospechosa con un valor de Ct igual a 36,265.

En el segundo muestreo, realizado el 23 de Marzo de 2016, se analizaron 10
muestras. 2 resultaron positivas, con valores de Ct de 33,7 y 34,7, y las 8 muestras
restantes negativas.

En el tercer muestreo, realizado el 15 de Junio de 2016, 6 muestras fueron
analizadas, resultando 1 muestra positiva (con un Ct de 34,9), 3 muestras
sospechosas y 2 negativas.

En el cuarto muestreo, realizado el 14 de Noviembre de 2016, se analizaron 15
muestras, donde resulté 1 muestra positiva (Ct de 34) y las 14 restantes negativas.

El quinto muestreo se realiz6 el 30 de Marzo de 2017, donde se analizaron un total
de 12 muestras. 2 muestras resultaron positivas y presentaron los menores valores
de Ct obtenidos en este estudio: 33,2 y 33. Ademas, hubo 3 muestras sospechosas y
7 negativas.

Por altimo, se analizaron 20 muestras en el sexto muestreo realizado el 1 de Agosto

de 2017, a partir de las cuales todas resultaron negativas.

Aislamiento viral

El aislamiento viral fue intentado en las 6 muestras positivas, en dependencias del

Laboratorio y Estacién Cuarentenaria Lo Aguirre del SAG. Todos los cultivos fueron

negativos al primer pasaje, no observandose efecto citopatico (ECP) y los resultados de RT-

PCR en tiempo real de los sobrenadantes también resultaron negativos. Como dificultad

observada en el proceso, se observo en los cultivos contaminacion bacteriana desde el

segundo dia de inoculacion, mientras que los controles utilizados se mantuvieron negativos

y limpios.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos permiten confirmar la hipdtesis del presente estudio, ya que se
pudo detectar la presencia de material genético de PRRSv en carnes de cerdo importadas.
Sin embargo, su viabilidad no pudo ser demostrada. Por lo anterior, la discusion de este
estudio abarca temas que tienen que ver con: la deteccion de material genético del PRRSv,
y aislamiento de PRRSv a partir de muestras carnicas para la demostracién de su viabilidad.

Y a la carne como fuente de transmision de enfermedades y especificamente de PRRS.
Deteccion material genético de PRRSv mediante RT-PCR en tiempo real.

La posibilidad de detectar PRRSv en muestras de carne era esperable debido a la evidencia
existente en estudios previos que han logrado demostrar su presencia, tanto en tejido
muscular como en muestras de carne propiamente tal (Bloemraad et al, 1994; van der
Linden et al, 2003; Magar y Larochelle, 2004; Cano et al, 2007; Molina et al, 2009;
Raymond et al, 2017). Sin embargo, la magnitud del porcentaje de muestras positivas del
presente estudio fue superior a la mayoria de los estudios anteriormente mencionados,
correspondiendo a un 8%. Esta diferencia podria ser explicada por algunos de los factores

que se discuten a continuacion.

En primer lugar, se puede destacar que se han realizado los mismos anélisis a partir de
diferentes tipos de muestra. En el caso particular de carnes de cerdo envasadas,
provenientes desde plantas de procesamiento y congeladas para la posterior realizacion de
RT-PCR vy aislamiento viral, han resultado negativas en su totalidad en el pasado a ambos
métodos. Sin embargo, Larochelle y Magar, 1997 utilizaron homogenizados de carne, lo
cual difiere con nuestro estudio donde el jugo de carne fue la muestra a analizar. La
muestra de jugo de carne, de acuerdo a una comunicacion personal con la Dra. Montserrat
Torremorrell, seria més sensible para la deteccion del virus por RT-PCR, lo cual podria
explicar esta diferencia. La muestra de jugo de carne, corresponde a transudado y resto de

sangre de toda la pieza de carne, lo cual facilita de la deteccidn del virus.

Magar y Larochelle, 2004 analizaron las carcasas de 1.027 cerdos provenientes de 2 plantas
faenadoras. En este caso, también se utilizaron homogenizados de carne para el PCR donde

se obtuvo s6lo un 1,9% de muestras positivas, y fue posible obtener sélo un aislado.

14



Ademas, se logro infectar a cerdos a traves del consumo de estas muestras positivas a
PRRSv (Magar y Larochelle, 2004). Es importante recordar que, en este Gltimo estudio, se

utilizaron muestras de carne fresca y se utilizé un nimero mayor de muestras.

En contraste a los resultados anteriores, el transudado de carne de cerdos infectados
experimentalmente ha sido analizado con RT-PCR, obteniendo un 14,6% de muestras
positivas (Molina et al, 2009). Particularmente en este estudio, los cerdos fueron
observados por un tiempo més prolongado y faenados a diferentes dias post inoculacion lo
que permitié concluir que la deteccién de PRRSv en las carnes, es dependiente del tiempo

que transcurre entre que el animal es infectado y es faenado.

Por otro lado, es necesario considerar y sefialar que el material genético de PRRSv
encontrado en las muestras puede corresponder tanto a aislados de campo como vacunales,
por lo tanto, para diferenciar el origen del virus presente en ellos es necesario realizar la
amplificacion del gen ORF5 y posterior secuenciacion y comparacion con aislados
conocidos de las principales vacunas utilizadas. El kit comercial utilizado para el RT-PCR
en tiempo real solo permitid diferenciar entre las variantes norteamericanas y europea del
PRRSVv. Por esto y debido a que no se realizé el protocolo descrito anteriormente, dentro de
las muestras positivas pueden existir falsos positivos que aumentan la magnitud de nuestro
resultado. A pesar de lo anterior, es importante sefialar que en estudios donde se han
realizado estudios de transmisibilidad con ingestién de carne de cerdo contaminada, se han
tenido resultados positivos al ingerir carne de cerdos infectados con cepas vacunales
(Magar y Larochelle, 2004; Raymond et al, 2017).

Determinacién de viabilidad mediante aislamiento viral

El aislamiento viral realizado a las muestras positivas a RT-PCR, no dio resultados
positivos y ademas los cultivos celulares fueron rapidamente contaminados con bacterias.
Esto puede ser atribuido a las caracteristicas de la muestra, ya que la carne utilizada ha sido
sometida a manipulacion, congelacion y envasado. Si bien, esto no debiera involucrar un
peligro para la inocuidad alimentaria, si debe ser considerado como parte de las dificultades

en la deteccion y aislamiento de PRRSv en esta matriz.
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Cabe mencionar que si bien el aislamiento viral nos permite conocer si el virus presente en
la muestra es viable, el aislamiento de PRRSv a partir de muestras de carne ha sido dificil
de conseguir (Magar y Larochelle, 2004; Larochelle y Magar, 1997; Magar et al, 1995).

Es maés, existe poca evidencia de estudios que han logrado con éxito aislar PRRSv a partir
de muestras carnicas que provienen de un proceso de produccién normal, lo cual podria
deberse a las temperaturas a las que son sometidas estas carnes. van der Linden et al
(2003), realizaron aislamiento viral a partir de homogenizados de carne, antes de someter
las muestras a congelacion (-23°C) y posterior a su congelacién por un periodo de 10 dias,
logrando aislar PRRSv a partir de 5 y 1 muestras respectivamente. Por lo tanto, la cantidad
de virus viable disminuiria posterior al proceso de enfriado y congelacion, condicion que

generalmente presentan las carnes de exportacion y las del presente estudio.

También se utilizan otras técnicas, como los bioensayos para poder determinar si el virus
presente es infeccioso. Especificamente en este caso, se ha evaluado y demostrado la
capacidad de infeccion de PRRSv a través de la via oral o ingestién de carne contaminada
(van der Linden, 2003; Magar y Larochelle, 2004; Raymond et al, 2017), como también
mediante el contacto de cerdos con el jugo de carne recolectado de la descongelacion de

carne de animales experimentalmente infectados (Cano et al, 2007).

Debido a que en Chile el virus se encuentra en proceso de erradicacion, el riesgo que
implicaria utilizar animales para potencialmente multiplicar el virus y reproducir la
enfermedad experimentalmente mediante esta via de transmision, debe ser evaluado. Cabe
mencionar, que no existe algun documento de facil acceso de la autoridad sanitaria, que

explicitamente prohiba o regule realizar este tipo de practicas.

Por lo anterior, el aislamiento viral fue la técnica de eleccion, sin embargo, por la dificultad
que ha implicado conseguir resultados positivos, seria mas confiable la realizacion de
bioensayos para efectivamente determinar si existe virus viable en las muestras de carne, y
gue ademas este se encuentre en la dosis infecciosa necesaria para producir la infeccion a

través de la ingestion oral.
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Origen de las muestras carnicas

La mayoria de los estudios referentes al tema en discusion, utilizan carne o tejido muscular
proveniente de animales experimentalmente infectados, y que no son sometidos a los
procesos normales de la produccion de la carne de cerdo, a diferencia del presente estudio

que utiliza carne disponible en el mercado.

Especificamente, la carne utilizada proviene de la industria porcina estadounidense donde
la edad promedio a la que los cerdos son faenados y comercializados es a los 6 meses de
edad, con un peso promedio de 127 kg. Al ser un pais endémico a la enfermedad, existe la
posibilidad de que la carne provenga de animales pertenecientes a granjas positivas, donde
generalmente los cerdos se infectan después del destete a una edad de 5-12 semanas e
incluso a edades mayores, lo que permitiria que al momento de la faena existan cerdos
virémicos (Alban et al, 2006), y por lo tanto exista PRRSv en el tejido muscular. Si bien las
células musculares no son parte de las células blanco de PRRSv, se cree que este se alojaria
en los macrdfagos tisulares o en monocitos retenidos en vasos sanguineos al momento de la
faena (Hall y Neumann, 2015). Sin embargo, el procesamiento de la carne que sera

comentado en la siguiente seccion, puede tener un impacto en su viabilidad.

En comparacién a los animales experimentalmente infectados y que son faenados a los
pocos dias post infeccion, la viremia aln se encuentra en curso por lo que la probabilidad
de que el tejido muscular o carne contenga PRRSv es mayor, lo cual podria explicar por
qué en algunos de estos estudios ha sido posible lograr el aislamiento viral. Sumado a que
el manejo del tejido muscular o carne, no es sometido a los procesos tipicos de la carne

comercial.
Carne como fuente de transmision de PRRSv

La importancia del estudio de esta via de transmision, se debe a que la carne constituye un
factor de riesgo reconocido para enfermedades como la Fiebre Porcina Clasica (FPC) y la
Fiebre Porcina Africana (FPA). Es por esto, que la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacién y Agricultura (FAO) ha recomendado en su manual de Buenas
Précticas de Bioseguridad en el Sector Porcino, evitar el uso de restos de comida que

contengan carne de cerdo fresca como parte de la alimentacion en las producciones
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porcinas, o bien ser sometidos a un tratamiento previo a su utilizacion que corresponde a
una coccion a 100°C por al menos 1 hora (FAO, 2010). Sin embargo, los virus causantes de
las enfermedades mencionadas anteriormente, presentan diferentes caracteristicas
fisicoquimicas, que ante las condiciones que presenta la carne, principalmente pH y
temperatura, favorecen su estabilidad por mayores periodos de tiempo. Es importante
destacar que el pH de la canal porcina pasa de valores neutrales de 6,8-7,2 en el cerdo
recién faenado, a 5.3-5.8 luego de la maduracién de la carne (EFSA, 2005). Por esta razén,
la viabilidad de PRRSv se ve disminuida en la etapa de maduracion, ya que el rango de
estabilidad de este virus es de 6.5-7.5 (Bloemraad et al, 1994).

Respecto a la temperatura, las carcasas son sometidas rapidamente a enfriamiento hasta
alcanzar una temperatura < 7°C en el punto méas profundo central del animal, con el fin de
prevenir sobre crecimiento bacteriano, y que debe ser mantenida al momento del corte,
deshuesado y desposte (Nastasijevi¢ et al, 2017). Al respecto, ha sido posible demostrar la
sobrevivencia de PRRSv en carnes mantenidas a una temperatura de 4°C durante 6 y 3 dias
con altas y bajas concentraciones de virus, respectivamente; y a una temperatura de -20°C
por 60 y 7 dias, respectivamente (Patnayak, 2011), lo que permite concluir que el periodo
de tiempo por el cual permanece viable dependeria del titulo o concentracién en la que se

encuentra previamente a la disminucion de la temperatura.

Si el virus llegase a sobrevivir y permanecer viable luego de las condiciones anteriormente
mencionadas, la via por la que se cree podria existir algin riesgo de generacion de un brote
de la enfermedad mediante importacién de carne, seria a través de la alimentaciéon de
cerdos (de pequefias producciones y de traspatio) con restos de comida o deshechos que
contienen esta carne contaminada, y que posteriormente podria llegar a producciones
industriales, a través de la via aérea o por animales de reemplazo infectados (Niederwerder
y Rowland, 2017).

Por ultimo, si bien no hay un consenso oficial respecto al tema, existen ciertas conclusiones
comunes como, por ejemplo: que existiria un bajo porcentaje de carnes (producidas en
paises endémicos) positivas a PRRSv y que este se encontraria en titulos bajos (Alban et al,
2006.; Magar y Larochelle, 2004.). Ademas, su viabilidad se veria afectada por los procesos

a los cuales es sometida la carne (van der Linden et al, 2003.; Patnayak, 2011) Pero a pesar
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de todo esto, si se conjugan determinadas circunstancias el riesgo no es cero. En la Figura
3, se sefialan los diferentes escenarios que se pudiesen presentar al entrar la carne
contaminada con PRRSv a los deshechos, y que estos sean utilizados en alimentacion de
cerdos, junto a sus posibles resultados. (Figura 3) (Alban et al, 2006).

Ningin cerdo
infectado.

No hay brote de

la enfermedad.

PRRSV no inactivado

Coccidn previa a

utilizacién.

Posible brote de
la enfermedad

Al menos 1
cerdo infectado.

Deshechos utilizados

— para alimentacion de [ No hay brote de
cerdos. Inactivacion PRRSv la enfermedad.

Al menos 1
cerdo infectado.

Deshechos que Posible brote de

contienen carne . - ‘ o oFormedid
de cerdo ™ Sin coce1én previa

contaminada con a utilizacién.
PRRSv. No hay brote de

la enfermedad.

Ningun cerdo
infectado.

Deshechos no

—| utilizados para No hay brote de

alimentacién de cerdos. la enfermedad.

Figura 3- Diferentes vias por las cuales se puede producir un brote de PRRS por carne
contaminada con PRRSv (Adaptado de Alban et al, 2006).

Por otro lado, algunos autores han argumentado mediante datos histéricos de importacion
de carne desde paises endémicos hacia paises libres europeos y Nueva Zelanda, durante una
década sin presencia de brotes, que la entrada de carne importada contaminada no
constituye un factor de riesgo para esta enfermedad (Niederwerder y Rowland, 2017). Estos
paises sin embargo, han llevado estrictas medidas para el tratamiento de los deshechos de

origen animal, lo cual puede contribuir a su permanencia como paises libres (EFSA, 2005).

En cuanto al comercio internacional, la carne de cerdo se ha considerado como una
“mercancia segura” por la OIE respecto a PRRS (OIE, 2017), pero de todas formas se
deberian tomar medidas de prevencion, principalmente a nivel de pequefias producciones
que son las que podrian realizar practicas como la alimentacion de sus animales con

deshechos con carne de cerdo cruda.
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CONCLUSIONES

A través del presente trabajo fue posible confirmar la presencia de material genético de
PRRSv en carne de cerdo congelada importada a partir de un pais endémico. Sin embargo,
no fue posible determinar su viabilidad debido a las dificultades que surgieron al utilizar
carne para la técnica utilizada para este propoésito. Por esto, se desconoce si las muestras
positivas efectivamente contenian virus viable, y el titulo en el cual se encontraban si lo

anterior era confirmado.

Por lo anterior, seria necesario utilizar otra metodologia como los bioensayos mencionados,
para poder determinar la viabilidad de PRRSv en este tipo de muestras. La situacion actual
de nuestro pais, el cual se encuentra en proceso de control y erradicacion de esta importante

enfermedad, dificulta la realizacion de este tipo de practicas.
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