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RESUMEN

El Sindrome del virus reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV), es una enfermedad que
afecta a los porcinos de todas las edades causando pérdidas econdmicas en los planteles de
produccion. La transmision del virus puede generarse por varias vias, lo que incluye
particulas aéreas, moscas y fomites. Chile se declaro libre de esta enfermedad ante la OIE en
2012, sin embargo, en 2013 se detecta una nueva cepa en el pais, por lo cual se estéa realizando
programa de erradicacion y la enfermedad es de denuncia obligatoria ante el SAG (Servicio
Agricola y Ganadero). Para evaluar la presencia del virus en muestras ambientales (aire,
moscas y fomites) y la muestra control (fluido oral), en 2 planteles (Plantel A y B) de la
Region Metropolitana positivos al virus durante el verano de 2019, se realizo PCR en tiempo
real y las muestras se consideraron positivas con un Ct <40. En el Plantel A, un 69% de las
muestras de fluido oral, un 25% de muestras de aire dentro de la sala, un 25% los fémites de
reja y suelo, un 75% de las muestras de comedero y puerta fueron positivas. Respecto al
Plantel B, un 75% de las muestras de fluido oral, un 20% las de aire fuera de sala, un 25%
de las muestras de fomites de suelo y un 8% de las muestras de moscas, resultaron positivas.
Para determinar la asociacion individual entre las muestras ambientales y la muestra control
se realizé el test exacto de Fisher, en la mayoria de los casos se reportaron valores menores
a P <0.05, solo las muestras de fomites del Plantel A con un p 0.14 indicaron asociacién con
las muestras de fluido oral, por tanto, podrian tenerse en consideracion como una opcién de

muestreo de la presencia del PRRSV.

Palabras clave: PRRS, cerdos de recria, fémites, aire, moscas, deteccion.



ABSTRACT

The Reproductive and respiratory virus syndrome (PRRSV) is a disease that affects pigs of
all ages, causing economical losses in productions facilities. PRRSV can be transmitted by
various ways including airborne particles, flies and fomites. Chile declared itself disease free
to the OIE in 2012 however in a new strain was detected in the country in 2013 and currently
an eradication program is being carried out and it is mandatory to report it to the SAG
(Servicio Agricola y Ganadero). To evaluate the presence of this virus in environmental
samples (air, flies and fomites) and the control simple (oral fluid) in 2 facilities (Plantel A 'y
Plantel B) in the Metropolitan Region that had positive cases in the summer of 2019, which
were analyzed by real-time PCR and considered positive at Ct <40. In the Plantel A, a 69%
of the oral fluid samples, 25% of the air samples inside the hall, a 25% of the fence and floor
fomites and a 75% of feeder and door fomites, were positive. Respect to the Plantel B, 75%
of the oral fluid samples, 20% of air outside the hall, 25% of floor fomites and 8% flies
samples, were positive. To determinate the individual association between environmental
samples and control samples, the Fisher Test were performed, in the majority of the cases
values below P < 0.05 were reported, only fomite samples from Plantel A with a p 0.14
indicated association with the oral fluid samples, so they could be considered as a sample

option to detect the presence of PRRSV.

Key words: PRRS, rearing pigs, fomite, air, flies, detection.



INTRODUCCION

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS, por sus siglas en inglés), es una
enfermedad viral no zoondtica que afecta a los cerdos, ocasionando fallas reproductivas
severas en cerdas gestantes, disminuyendo la calidad del semen en verracos, y causando
problemas respiratorios en cerdos de todas las edades, principalmente en lechones. Por lo
tanto, es considerada una de las enfermedades de mayor importancia econdémica a nivel

mundial.

La infeccidn por virus PRRS (PRRSV, por sus siglas en inglés), puede ser subclinica o aguda,
dependiendo de diversos factores, entre los que destacan el grado de virulencia de la cepa
viral y la presencia de agentes secundarios. El control del PRSSV es complejo y requiere de
un conjunto de medidas, las cuales incluyen monitoreo, diagndstico, bioseguridad, manejo

del ganado e inmunizacion.

El PRRSV fue detectado por primera vez en el pais en 1999. En 2012 Chile se autoproclamé
ante la OIE como pais libre de PRRSV, debido al éxito del programa de erradicacion
establecido en 2003. Sin embargo, en octubre de 2013 se detect6 un nuevo brote, por el cual,
desde 2014 en adelante se establece un nuevo programa de erradicacion del PRRSV. En la
actualidad, el PRRS es una enfermedad de denuncia obligatoria, como lo sefiala el Decreto
389 Exento (Chile, 2014).

Si bien, la transmision del virus ha sido atribuida principalmente a los animales de reemplazo
y el semen, estudios recientes han evaluado y determinado el potencial de otras fuentes de
infeccion tales como, transporte, insectos y fomites, dentro de los cuales se encuentran botas

contaminadas y overoles. Ademas, puede ser transportado por el aire a través de aerosoles.

Teniendo en consideracién lo anterior, esta Memoria de Titulo se centra en detectar la
presencia de PRRSV en fomites (manilla de la puerta de sala, reja de los corales, suelo del
corral y comedores), vectores (moscas) y muestras de aire de 2 planteles de produccion

porcina intensiva positivos al virus, en la Region Metropolitana de Chile.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino

El PRRS, es causado por un virus RNA, envuelto, esférico, monocatenario, de sentido
positivo (Cavanagh, 1997), que pertenece al reino Riboviria, orden Nidovirales, familia
Arteriviridae, subfamilia Arninovirinae, genero Betaarterivirus, especie Betaarterivirus suid
1 (ICTV, 2020), su tamafio varia en rangos de 45 a 80 nm. en didmetro, y es altamente
contagioso (Dietze et al., 2011). El cerdo (Sus scrofa), sin importar si es doméstico o feral,
es la Uinica especie conocida susceptible naturalmente a este virus, sin embargo, otras especies

de jabalies, pertenecientes la familia Suidae, podrian ser susceptibles (OIE, 2008).

Fue descubierto por primera vez en 1987 en USA y en 1990 en Europa, desde entonces se ha
expandido a varios paises con producciones porcinas intensivas (Albina, 1997). Existen dos
genotipos del virus, el europeo o tipo 1 (PRRSV-1) y el norteamericano o tipo 2 (PRRSV-
2), ambos presentan una elevada variabilidad genética, bioldgica y antigénica (Amarilla et
al., 2015). Por lo anterior, las vacunas solo se utilizan para disminuir el grado de afeccién de
la enfermedad, ya que existe una escasa homogeneidad y nulo efecto de antigenicidad
cruzada (L6pez-Heidek et al., 2015).

El virion (anexo 1), consiste en un ndcleo construido por una proteina de nucleocapside,
codificada por el marco de lectura abierta (ORF, por sus siglas en inglés) 7, en asociacion
con el RNA viral (Vanhee et. al., 2011). La nucleocépside esta rodeada por una envoltura
lipidica en la cual se encuentran incrustadas seis proteinas estructurales: las glicoproteinas
GP2 (ORF2a), GP3 (ORF3), GP4 (ORF4) y GP5 (ORF 5), y las proteinas no glicosiladas M
(ORF6) y E (ORF2b) (Vanhee et. al., 2011).

Los brotes clinicos (Anexo 1) y los efectos a largo plazo de PRRSV son altamente variables
(Holtkamp et al., 2013); sin embargo, tanto en infecciones experimentales como naturales,
se han encontrado las siguientes manifestaciones clinicas: anorexia, letargia, falta de livido,

y alteraciones en la calidad del semen, tales como, disminucion en la motilidad espermatica,



morfoanomalias, gotas citoplasmaticas, y disminucién del porcentaje de espermatozoides
con acrosoma normal (Pietro y Castro, 2005).

Pulmones y 6rganos linfoides son los tejidos con mayor carga viral en la fase inicial,
pudiendo ser detectado en pulmones un dia después de la exposicion y permanecer hasta 49

dias post exposicion en cerdos jovenes (Pileri y Mateu, 2016).

La supervivencia del virus se ve afectada por el pH y la temperatura ambiental, no obstante,
puede sobrevivir largos periodos (4 meses), en temperaturas bajo -20°C. Sin embargo, a
medida que aumenta la temperatura su supervivencia decrece, por ejemplo, a 4°C puede
sobrevivir durante un mes, a 21°C sobrevive 6 dias, con 37°C sobrevive 1 dia y con 56°C
solo 20 minutos (Thakur et al., 2015). El virus puede ser inactivado rdpidamente utilizando

solventes lipidos, calor, secado y, pH bajo 5 y sobre 7 (Pileri y Mateu, 2016).

Implicancia econémica y situacion en Chile

El PRRS es considerado una de las enfermedades con mayor repercusion econdmica para los
porcicultores en todo el mundo, los brotes de PRRSV ocasionan pérdidas economicas del
10% de la produccion animal (Lopez-Heidek et al., 2015). Para calcular el dafio econémico
ocasionado por las pérdidas producidas por la infeccion del PRRSV, Nathues et al., en 2017
crearon un modelo econémico de la enfermedad, con el cual calcularon que las pérdidas
anuales oscilaron, en un intervalo, de una mediana de €75°724, si los corrales afectados
fueron los de maternidad y engorda, a una mediana de €650°090 si la granja fue severamente

afectada en todas las etapas de produccion.

El impacto econémico del PRRSV en crianza y parto, se debe mayoritariamente, a la
disminucion del nimero de lechones destetados y el deterioro en las tasas de parto (Pileri y
Mateu, 2016). En los cerdos en crecimiento; puede aumentar las infecciones secundarias y
tasas de mortalidad, ademas de provocar un retraso en el crecimiento, alta dispersion en pesos

a la edad de sacrificio y aumento en el uso de antimicrobianos (Pileri y Mateu, 2016).

En Chile se logro erradicar la enfermedad, que fue descrita por primera vez en Estados
Unidos en 1987 y en Chile a fines de 1999 (Ramirez et al., 2007). Sin embargo, en 2013 se

confirmaron casos sospechosos en una granja comercial de porcinos; se determind que los
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aislados obtenidos en 2013 y 2015 correspondian a una nueva cepa introducida al pais,
distinta a la previamente erradicada, la secuencia PRRSV2/Indiana/XW079/2013, la cual
difiere de las aisladas en el plan de erradicacién 2000-2007 (Neira et al., 2017). Debido a lo
anterior, se puso en marcha un Plan Nacional de Control y Erradicacion de PRRS, el cual
involucra al 100% de los planteles industriales de Chile y un nimero importante de planteles
no industriales, el cual sigue vigente (SAG, 2017).

Vias de contagio del Virus

El PRRSV se transmite mediante el contacto cercano entre el portador y el cerdo susceptible,
estos contactos son propiciados por los movimientos de animales en producciones intensivas
(compra de destetes y reproductores de reemplazo) (Albina, 1997). La infeccion
probablemente ocurra a través del contacto nariz a nariz o por contacto con orina o heces
(Rossow et al., 1994), a través de la mucosa o percutaneamente (Pileri y Mateu, 2016). Una
vez adquirido, el virus posee la capacidad de inmunosuprimir e inmunoregular, lo que le
permite prolongar el tiempo de viremia en los animales enfermos (Ldépez-Heidek et al.,
2015).

La eliminacion del virus ocurre a través de la saliva, secreciones transplacentarias, mamarias
y muy posiblemente excremento, sin embargo, la principal via de transmision la constituye
el contacto directo o por objetos contaminados (LOpez-Heidek et al., 2015). Se puede
eliminar por la saliva hasta 42 dias post infeccion (dpi), por orina hasta 14 dpi, heces hasta
35 dpi y secreciones nasales 21 dpi (Ruiz et al., 2009). La transmision de la enfermedad varia
en funcion de la inmunosupresion o inmunoregulacion que ejerza el virus y de la edad del
huésped, en adultos es de una o dos semanas y en lechones de 10 a 12 semanas hasta varios
meses (Lopez-Heidek et al., 2015).

Las formas de transmision incluyen: la transmision aérea (larga o corta distancia), mediante
coito 0 inseminacion, ingesta, contacto e inoculacion (generalmente iatrogénica), la
transmision vertical es importante durante el Gltimo periodo de gestacion (Pileri y Mateu,
2016). El PRRSV puede ser transportado por aerosoles en una distancia de 150 metros
(Otake et al., 2002a), de forma area puede ser transportado hasta de 9,1 km. (Alonso et al.,

2012). Los vehiculos usados para transportar animales y asociados con fomites (botas,

10



overoles, materiales de cama, etc.), también pueden diseminar la infeccion por largas

distancias geogréficas (Thakur et al., 2015).

Los operadores y vehiculos con mayor riesgo de diseminar el virus son: veterinarios, técnicos
en inseminacion artificial, camiones de leche, transportadores de ganado y camioneros (que
entran en contacto directo con animales y sus desechos) (Rossi et al., 2017). Ademas, los
contagios siguen un patron por temporadas, lo cual podria deberse a la estabilidad del virus

en las temporadas mas frias (Pileri y Mateu, 2016).

Otake et al., (2002b), demostraron mediante su estudio, que las botas contaminadas y
overoles pueden albergar PRRSV abreviando los periodos de incubacion y podria transmitir
PRRSV desde cerdos infectados a susceptibles, para ello el investigador designado tuvo
contacto con un grupo de cerdos infectados y no siguid los protocolos de seguridad,
utilizando las mismas botas para ingresar a un grupo distinto de cerdos susceptibles, mediante
ELISA y sintomatologia, se determin6 que los cerdos del segundo grupo se contagiaron . Al
respecto, Torremorell et al., (2004), determinaron en su estudio, que el contagio de PRRSV
se realizaba en un 83% por vias no atribuibles al semen o cerdos, y un 17% se podria atribuir

a cerdos 0 semen (3% a los cerdos y 14% al semen).

Mecanismos de deteccién

La infeccion por PRRSV se puede detectar mediante RT-PCR y serologia. Para realizar RT-
PCR, se debe aislar el virus desde una muestra de sangre sin anticoagulante y suero, evitando
contaminarlo, mantener la muestra refrigerada (2 a 8°C) por 48 horas, si el procesamiento de
la muestra se va a demorar, mantenerla congelada a -20° o entre -70°C y -78°C, idealmente
(SAG, s.f.); mediante esta técnica también se han analizado muestras de fomites (Otake et.
al., 2002b). Ademas, en 2016, Biernacka et al., utilizaron PCR en tiempo real para detectar
PRRSV desde muestras provenientes de fluidos orales de porcinos. Para realizar la serologia
(ELISA), se pueden usar las muestras nombradas anteriormente, y fluido oral. (SAG, s.f.).
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HIPOTESIS

El Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino se encuentra presente en fomites
(manilla de la puerta de sala, reja de los corales, suelo del corral y comedores), vectores
(moscas) y muestras de aire en dos planteles de produccién porcina de la Region

Metropolitana, positivos al virus.
OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia del Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino en
fomites, vectores y muestras de aire en dos planteles positivos al virus de la Region

Metropolitana.
OBJETIVO ESPECIFICO

Detectar Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino en fomites, vectores y
muestras de aire en dos de planteles de produccion intensiva infectados en la Region

Metropolitana.

Determinar la asociacion entre los resultados de las muestras de cerdos (fluido oral) y las

muestras de fémites, vectores y muestras de aire.
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MATERIALES Y METODOS

Esta Memoria de Titulo corresponde a un estudio de campo descriptivo, de carécter
preliminar, por tanto, el nimero de muestras y planteles estudiados fue elegido por
conveniencia y no tiene base probabilistica. La explicacion de la racionalidad detras del
disefio de muestreo se describe al inicio de la parte de disefio muestral y obtencién de

muestras.

El muestreo de este estudio fue realizado desde noviembre de 2019 hasta enero del 2020, por

lo que se desconoce la situacion sanitaria actual de los planteles.

Disefio muestral y obtencion de muestras

El objetivo principal de este estudio es detectar la presencia de PRRSV en muestras
ambientales de fémites, vectores y muestras de aire provenientes de unidades de recrias que
contengan cerdos positivos al virus (de acuerdo con el historial previo del plantel). Al
momento del estudio solo existen dos planteles positivos al virus, que de ahora en adelante
serén referidos como Plantel A y Plantel B, por lo tanto, el nimero de planteles sera fijo. Las
muestras del Plantel A se obtuvieron durante una visita en diciembre del 2019 y una visita
en enero del 2020, y las muestras del Plantel B fueron obtenidas durante una visita en

noviembre del 2019 y tres visitas en diciembre del 2019

Se diseio el estudio de manera descriptiva, por tanto, se utilizaron varias muestras de campo
con el fin de identificar PRRSV en fomites, vectores y muestras de aire de salas de recria con
cerdos positivos en su interior. Las muestras y el nimero de éstas se obtuvieron dependiendo
de las posibilidades del muestreo en terreno y no con base estadistica, aunque existen varios
estudios que avalan el numero de muestras obtenidas en este estudio, como los realizados por
Otake et al. (2010), y Dee et al. (2004). El muestreo incluyé superficies como manilla de la
puerta de la sala, rejas, suelo, comedero, moscas, aire y como referencia a la presencia del

virus en el lugar se obtuvieron muestras de fluido oral.

Se detectdo PRRSV en 4 categorias de muestras: moscas, aire, superficies y fluidos orales.

Los resultados de las tres primeras categorias se contrastaron con el resultado de los fluidos
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orales, ya que indican si los cerdos estan infectados o no. El detalle del total de réplicas es el

siguiente:

Deteccion de PRRSV en moscas: Con el fin de asegurar la deteccion en presencia de
PRRSV se analizaron un total de 31 réplicas, las cuales corresponden a todas las salas

sospechosas de PRRSV de los planteles, en el intervalo de 1 mes.

Deteccion de PRRSV en aire: Se realizaron 27 réplicas, lo que corresponde al 100% de las
salas confirmadas como positivas a PRRSV al momento de tener el equipo Liquid Cyclonic
Air Collector, el cual fue facilitado por un tiempo limitado por la Dra. Montserrat

Torremorell de la Universidad de Minnesota.

Deteccion de PRRSV en superficies: Se realizaron 32 réplicas en total, lo que permite
detectar al menos una muestra positiva si la prevalencia en igual o mayor a 10%. Se sumaron

todas las muestras ambientales ya que son todas tomadas con el mismo método.

A continuacion, se describe el muestreo con el fin de entender la razon por la cual se obtuvo

el nimero de muestras de cada tipo:

1) Muestras de fluido oral: Corresponde a una muestra grupal, en donde todos los cerdos del
corral son capaces de depositar el fluido. Se instal6 1 cuerda trenzada de algodén por cada
corral, las cuales fueron colgadas en la reja, y se dejaron un minimo de 30 minutos para que
los cerdos las mordieran. Posteriormente, se retiraron, estrujaron y colocaron dentro de bolsas
herméticas debidamente rotuladas. El objetivo de estas muestras fue identificar al PRRSV
mediante PCR, para contrastar los resultados ambientales. Las muestras no fueron procesadas
para serologia, ya que se asumié que son positivas debido a la condicion de las granjas. Esta
muestra es la base que permitioé confirmar la presencia del virus, a su vez, permite que todos
los cerdos del lugar tuvieran acceso a ella, obteniendo una mayor sensibilidad que muestreos
de animales individuales. Ha sido demostrado, por Ramirez et al. (2012), que se pueden
utilizar muestras de fluido oral para detectar diversos virus, entre ellos Circovirus Porcino
Tipo 2 (PCV2), Virus de la Influenza A (IAV), Torque Teno Virus (TTV1Y TTV2) y Virus
del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRSV). Al respecto, Biernacka et al.
(2016), determinaron que el andlisis de PCR en Tiempo Real realizado con muestras de
fluidos orales de cerdos, presenta una mayor sensibilidad que las realizada con muestras de
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suero. Por ultimo, para obtener las muestras, se recomienda utilizar una cuerda de algodén
(Olsen et al., 2013).

2) Muestras de moscas: La captura de las moscas (Musca domestica), se realizé en las salas
de recria de los cerdos muestreados. Se usaron trampas Fly Catcher de Green Live (anexo 2),
las cuales fueron suspendidas en los pasillos de los pabellones por un periodo de 30 minutos.
Posteriormente, se depositaron en bolsas Ziplock hasta su procesamiento. Las trampas fueron
sumergidas en solucién salina fosfatada (PBS, por sus siglas en inglés) al 1x de concentracién
y maceradas. Luego se obtuvieron las alicuotas requeridas para a la extraccion de RNA. Se
obtuvo una muestra de moscas por sala muestreada, cada muestra incluy6 por lo menos 100
moscas, debido a que, se buscé que todas las moscas de la sala se pegaran a la trampa. Se
utilizaron muestras de mosca, ya que se ha demostrado que los insectos pueden transportar
PRRSV por 2,4 Km., después de estar en contacto con una poblacion de cerdos infectada
(Schurrer et al., 2004). Entre ellos, se ha probado que la mosca, transmite mecanicamente el
PRRSV de cerdos infectados a cerdos que no han sido expuestos al virus, bajo condiciones

experimentales (Otake et al., 2004).

3) Muestras de superficie: Todas estas muestras se obtuvieron mediante el uso de apositos
estériles humedecidos con SIV (Solucién de infeccion viral,) los cuales fueron frotados sobre
la superficie, para obtener las muestras. Posteriormente, los apdsitos humedecidos se
estrujaron de manera individual en tubos de centrifuga de 50 mL, debidamente etiquetados.
Se espera obtener asilados de las superficies, ya que, el PRRSV tiene una viabilidad de al
menos 60 minutos en metal, hormigoén, poliestireno y cristal, y hasta 24 horas en plastico
(Dee, Otake y Deen., 2011). A continuacion, se detalla cada muestra de superficie:

a) Manilla de puerta de la sala: Se obtuvo una muestra de manilla por muestreo debido
a que solo existe 1 manilla por sala. No tiene base estadistica, pero corresponde al
100% de las manillas presentes.

b) Reja de la sala: Se obtuvieron dos muestras de rejas de salas por muestreo, este
ndmero esta basado en estudios previos, en los cuales se ha evidenciado que, Si un
virus aerdgeno esta presente en los animales, al obtener dos muestras es altamente

probable encontrarlo en las rejas (Neira et al., 2016).
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c) Comedero: Se obtuvo una muestra de comedero por muestreo de sala, lo que
corresponde al 25% de todos los comederos de la sala. No tiene base estadistica, sin
embargo, las muestras se obtuvieron del mismo lugar proveniencia de las muestras

de fluido oral, por tanto, es relevante obtener muestras desde este lugar.

d) Suelo: Se obtendra una muestra de suelo por muestreo de sala, manteniendo el criterio
de las muestras de comederos. Se debe tener en consideracion que, si bien la
viabilidad del virus varia segun la estacion del afio, siendo menor en temporadas de
calor, sin importar el clima, puede ser trasladado a una instalacion, por un fomite (Dee
et al., 2002; Dee et al., 2003).

7) Muestras de aire: Se tomaron dentro y fuera de las salas de los planteles, utilizando el
equipo Liquid Cyclonic Air Collector (anexo 3), compuesto de una fuente de poder eléctrica,
una turbina y un recipiente de recoleccion de aluminio y plastico extraible, en el cual se
colocan los medios liquidos para la recoleccion de las muestras (Corzo et al, 2013). Para la
recoleccion se utilizd SIV. Entre cada toma de muestra, se lavo el recipiente que contenia el
medio y se guardo para ser usado posteriormente como control negativo. El equipo Liquid
Cyclonic Air Collector, fue gentilmente facilitado por la Dra. Montserrat Torremorell de la
Universidad de Minnesota. El uso de dos muestras de aire por muestreo de sala esta basado
en estudios previamente realizados en donde se ha evidenciado que, si un virus aerdgeno esta
presente en los animales, al obtener dos muestras es altamente probable encontrarlo (Neira
et al., 2016). La relevancia de esta muestra radica en que, la transmision por via aérea de
patdgenos ocurre a traves de aerosoles que son inhalados e ingresan al sistema respiratorio,
y a través de objetos contaminados por gotas, los cuales se transforman en fomites
(Goncalves et al., 2019).

Todas las muestras colectadas fueron debidamente identificadas y mantenidas a 4°C hasta el
arribo al Laboratorio de Virologia Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
de la Universidad de Chile, donde se extrajo el material genético y se evalué por RT-PCR
para detectar el virus, segin protocolos descritos en condiciones de bioseguridad nivel 2

(BSL-2). La obtencion de las muestras se realizé como fue descrito previamente.
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Diagndstico
Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizo siguiendo el protocolo estandar del laboratorio, el cual se
puede revisar en Aguero et al., 2020. La extraccion se realizo en un gabinete de bioseguridad,
siguiendo las instrucciones del fabricante del Kit de extraccion (Winkler, s.f), usando
Solucion de Chomczynski con Fenol (Winkler, BM-1755, Chile).

Para ello se alicuotaron 250 uL para cada muestra y se mezclaron con 750 uL de Solucion
Chomczynski en tubos Eppendorf, para el control de extraccion se usd agua libre de nucleasas

250 uL en 750 uL de Solucién Chomczynski (en cada extraccion realizada).

Para obtener el RNA purificado, se lisé la pared celular y se homogenizé con la Solucién de
Chomczynski con Fenol; luego se agrego Cloroformo, para formar dos fases, una acuosa que
contiene el RNA, y otra organica que contiene el DNA y las proteinas; por ultimo, se realizo
una precipitacion con Alcohol Iso- Propilico. EI RNA obtenido en este proceso se almacen6
en congelador a -20°C, para su posterior uso. (Winkler, s.f).

Al final de todo el proceso se obtuvieron 116 tubos Eppendorf con RNA disuelto en agua

libre de nucleasas.

PCR Tiempo Real

Para la deteccion de PRRSV se utilizo el kit AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Reagents kit
(Life Technologies, 4387391, USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante en una
mezcla total de 25 uL, con las siguientes condiciones de termociclado: 45°C por 10 minutos
de transcripcion reversa y 95°C por 10 minutos de denaturacion inicial, seguidos de 40 ciclos
de 95°C por 15 segundos y 60°C por 45 segundos para la alineacion de los cebadores y
extension. Los valores de ciclo umbral (Ct) menores a 40 fueron considerados como muestra
positiva. Los partidores de este programa de amplificacion no se describen, ya que

corresponden a secreto industrial.
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Andlisis de resultados

Los resultados son presentados de forma descriptiva, se ordenaron los datos en 4 categorias
de muestreo, considerando subdivisiones en las muestras de aire y fomites, y se expresaron
los datos mediante tablas, las cuales permitieron obtener una matriz de datos para determinar
las cifras de las mediciones realizadas y gréficos, con lo cual, se pueden mostrar las
tendencias de estos datos y compararlos visualmente (Rendon, Villasis y Miranda, 2016). Si
bien el PCR en tiempo real es una prueba de cuantificacion relativa, no es correcto comparar
resultados de Ct para hacer asociaciones de resultados, por tanto, se analizaron como positivo
0 negativo. Ademas, se consideré un Ct < 40 como punto de corte, ya que el cebador es
propio del laboratorio y se estandarizé de esta manera, determinado que con Ct < 40 no

existen planteles falsos positivos.
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RESULTADOS

Durante noviembre y diciembre del 2019, y enero del 2020 se muestrearon dos planteles
positivos al PRRSV. Las muestras se obtuvieron acorde a las condiciones de terreno, por
tanto, se obtuvieron totales distintos en las 4 categorias de muestreo: fluido oral, aire, mosca
y fomites. Para poder comparar las muestras se ordenaron los datos obtenidos y se

presentaron en tablas y graficos.

Entre ambos planteles se obtuvo un total de 116 muestras, divididas en 45 muestras del
Plantel Ay 71 del Plantel B. Las categorias de muestreo de aire y de fomites se cuentan con
subcategorias, debido a que se tomaron muestras de lugares distintos. En el caso del aire, este
se obtuvo en dos sitios especificos dentro de la sala y fuera de la sala, que de ahora en adelante
sera descrito como aire interno y aire externo respectivamente. Respecto a los fomites, las
muestras se obtuvieron de: reja, suelo, comedero, y manilla de la puerta, de ambos Planteles.
Considerando la obtencién de muestras por categoria, en el Plantel A se obtuvieron 13
muestras de fluido oral, 4 de aire interno, 6 de aire externo, resultando con 10 muestra de aire
en total, 6 de mosca y 4 de cada subdivisién de las muestras de fomites resultando en 16
muestras totales. En el Plantel B se obtuvieron 13 muestras de fluido oral, 7 de aire interno,
10 de aire externo, dando un total de 17 de aire, 25 de mosca y 4 de cada subdivision de
fomites, con un total de 16 muestras (Tabla 1). Se debe considerar que cada muestra

corresponde a un pool de muestras y no a un muestreo individual.

Tabla 1. NUumero de muestras por categoria en cada plantel

FLUIDO AIRE AIRE MOSCAS | FOMITE | FOMITE FOMITE FOMITE

ORAL | INTERNO | EXTERNG REJA | PUERTA | COMEDERO | SUELD
Plantel A 13 4 6 6 4 4 4 4
Plantel B 13 7 10 25 4 4 4 4
Total 26 11 16 31 8 8 8 8

En cuanto a la positividad de las muestras, en la Tabla 2 y Tabla 3 se puede apreciar el
porcentaje de positividad asociado al nimero de muestras de cada categoria. EI Plantel A
presento un 69% de muestras de Fluidos Orales positivas, 10% de Aire, 0% de Moscas y
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37% Fomites (Tabla 2); en cuanto al Plantel B se presentd un 77% de positividad en los
Fluidos Orales, 12% Aire, 8% Moscas y 7% Fémites (Tabla 3).

Tabla 2. Resultados Plantel A

PLANTEL A FLUIDO ORAL  PORCENTAJE  AIRE  PORCENTAJE MOSCA  PORCENTAJE  FOMITES  PORCENTAJE

POSITIVOS 9 69% 1 10% 0 0% 6 37%
NEGATIVOS 4 31% 9 90% 6 100% 10 63%

TOTAL ‘ 13 100% 10 100% 6 100% 16 100%

Tabla 3. Resultados Plantel B

PLANTELB  FLUIDO ORAL PORCENTAJE AIRE PORCENTAJE MOSCA  PORCENTAIE FOMITES ~ PORCENTAIE

POSITIVOS 10 77% 2 12% 2 8% 1 7%
NEGATIVOS 3 23% 15 88% 23 92% 15 93%

TOTAL ‘ 13 100% 17 100% 25 100% 16 100%

Al desglosar los resultados de las subcategorias se puede apreciar en el Plantel A el porcentaje
de positividad de las muestras de aire corresponde a las muestras de aire interno y que la
positividad de las muestras de FOmites corresponde a un 25% tanto en las muestras de reja
como de suelo y un 50% en las muestras de comedero y manija de la puerta (Esquema 2).

Resultados de todas las categorias Plantel A
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Esquema 1. Graéfico resultados de todas las categorias Plantel A

En cuanto al Plantel B, las muestras de Fluido oral poseen un porcentaje de positividad del

77%, no hay muestras de aire interno positivas, existe un 20% de las muestras positivas a
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aire externo, un 8% en las muestras de Moscas y solo las muestras de FOmites de suelo

resultaron positivas en un 25% (Esquema 3).

Resultados de todas las categorias Plantel B
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Esquema 2. Grafico porcentaje muestras positivas plantel B

Con el fin de comparar ambos planteles se registraron los resultados en todas las categorias
(Esquema 4). En base a los resultados se puede inferir que los fomites son la fuente de
contagio a la que se le deberia prestar mayor atencion, tanto en los fomites de suelo, comedero
y manilla de la puerta, cada uno de los cuales presenté un 25% de positividad, como los
foémites de reja con un 14% de positividad. El aire quedaria en segundo lugar, como potencial
fuente de contagio, al respecto, se debe tener en consideracion que el aire externo con un
12% de positividad representa un riesgo ligeramente mayor que el aire interno con un 10%
de positividad. En tercer lugar, quedarian las moscas como fuente de infeccion, con un 6%

de positividad.
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Resultados de todas categorias de muestras en ambos

Planteles
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Esquema 3. Gréfico porcentaje muestras positivas en ambos Planteles

Con el fin de vislumbrar los resultados por Ciclos umbrales se realizaron gréficos de cada
plantel y ambos planteles. En el caso de Plantel A (Esquema 5), 9 muestras de fluidos orales
resultaron positivas con los siguientes valores de Ct: 37,8 - 35,5 —-34,5-37,2-35,5- 35,9 -
31,3 - 32,2 - 34,2. Respecto al aire 1 muestra de aire interno fue positiva con un Ct de 37 y
ninguna muestra de aire externo dio positiva. En cuanto a los fomites todas las subcategorias
dieron al menos un resultado positivo, los cuales son detallados a continuacién: un resultado
positivo en los fomites de reja con Ct 38,1, dos positivos en los fomites de puerta con Ct 38,1
y 36,1, dos fomites de comedero positivos con Ct 34,6 y 37, y un fomite suelo positivo con
Ct 34,6.
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Resultados del Real time RT-PCR

Esquema 4. Ciclos umbrales positivos Plantel A

En el caso del Plantel B (Esquema 6), 10 muestras de fluido oral resultaron positivas con Ct
32-335-34-34,4-33,6-32,1-33,1-33,7-31,9-30,2. Se obtuvieron 2 muestras de
moscas positivas con Ct 35 y 34,5. Respecto a las muestras de aire, no hubo muestras
positivas de aire interno y se obtuvieron 2 muestras positivas de aire externo con Ct 36,1 y
36,5 respectivamente. Por Gltimo, en cuanto a las muestras de fémites, solo 1 muestra de
fomites de suelo dio positivo con un Ct 34,6.
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PLANTEL B
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Resultados del Real time RT-PCR

Esquema 5. Gréfico Ciclos umbrales positivos Plantel B

Mediante el Gréafico Ciclos umbrales positivos en ambos planteles (Esquema 7), se puede

vislumbrar que todas las categorias arrojaron al menos una muestra positiva.
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Esquema 6. Ciclos umbrales positivos ambos planteles
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Debido a las diferencias en cantidades de muestras obtenidas y a que existen pocos resultados
positivos de estas, no es posible realizar andlisis estadisticos robustos para comparar entre
tipos de muestra. No obstante, fue posible realizar el test exacto de Fisher comparando los
resultados obtenidos de fluido oral, el cual corresponde a la muestra control y demuestra
fielmente la condicién de los cerdos, frente a los diferentes tipos de muestras ambientales, se
utilizé el programa Graphpad Prism 8.0.1 para realizar los calculos. En la mayoria de los
casos (Esquema 7), los resultados de fluido oral analizados frente a todas las muestras
ambientales individualmente reportaron valores menores de P < 0.05. Lo cual indica, que
hubo diferencias en el nivel de deteccion, por tanto, la deteccion de muestras de fémites no
es predictor de lo que ocurre en los cerdos. La excepcion estadistica fue la comparacion entre
el fluido oral y muestras de fomites en el plantel A en donde se report6 un valor de p de 0.14,
lo cual indica que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre la deteccion a
nivel de fluido oral y la de fomite, ya que en esta Ultima hubo una alta deteccion del PRRSV
y se obtuvo al menos una muestra positiva en cada categoria de fémite. Por lo anterior, las
muestras de fémites podrian servir como un tipo de muestra alternativa para la deteccion del

virus en el plantel.

F.Ovs |Ho| Hi| F.Ovs |Ho | Hi| F.Ovs | Ho | H1
Resultados Prueba de Fisher | Ajre Moscas Fomites
Plantel A 0.0097 | + | - 0.0108 | + | - 0.1394 - +
Plantel B 0.0005 | + | - | <0.0001 | + | - 0.0003 + -
Ambos planteles <0.0001 | + | - | <0.0001 | + | - 0.0002 + -

Esquema 7. Tabla resultados test exacto de Fisher. F.O: Fluido oral, Ho: Hipétesis nula
indica que no existe asociacion entre las muestras, Hi: Hipotesis alternativa indica que existe
asociacion entre las muestras, -: indica que se rechaza la hip6tesis, +: indica que se acepta la

hipétesis.
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DISCUSION

Pese a que no se han reportado nuevas infecciones en sistemas comerciales desde octubre del
2014, y en la actualidad existe un programa de erradicacion de la enfermedad, Chile presenta
uno de los pocos casos documentados de reintroduccion del PRRSV en un pais libre de la
enfermedad (Neira et al., 2017). Uno de los problemas principales para lograr el control de
la transmision del PRRSV es la reinfeccion que puede ocurrir por diversas rutas (Larger et
al., 2002). De las cuales, tres han sido investigadas en condiciones de terreno mediante este
estudio, abarcando la transmision aérea, por vectores y mediante fomites. Se debe tener en
consideracién que las muestras se obtuvieron en los meses de noviembre, diciembre y enero,
época de calor en Chile, y temporada en la cual la supervivencia del virus disminuye ya que
la temperatura en el mes mas calido en la Region Metropolitana alcanza los 22,1°C, por
consiguiente, las muestras tomadas en este estudio sobrevivirian un periodo corto a

temperatura ambiente, alrededor de 6 dias (BCN, s.f.).

En este estudio se optd por el uso de fluidos orales como muestra para detectar PRRSV por
sobre el suero. Este muestreo ha aumentado su demanda en comparacion a otras pruebas
(Castillo y Ramirez, 2021), lo cual podria deberse a su facilidad de obtencién y resultados
comprobados, aunque podria ligarse a su comprobada sensibilidad, rapidez y rentabilidad
(Kittawornrat et al., 2012, Castillo y Ramirez, 2021). La Unica dificultad reportada respecto
al fluido oral es la complejidad en la toma de muestras lechones no destetados (Castillo y
Ramirez, 2021). Sin embargo, este no fue el caso ya que todos los cerdos en estudio se

encontraban en etapa de recria.

Si bien se ha demostrado que la transmisién a través de vectores (mosquitos y moscas) es
posible en condiciones experimentales (Otake et al., 2002; Otake et al., 2004), Torremorell
y sus colaboradores en 2004 determinaron un caso probable de infeccion causada por insectos
en su estudio realizado en condiciones de terreno, el cudl duré 4 afios. En este caso
presentamos 2 muestras positivas de un total de 25 en el Plantel B, por tanto, podrian
contribuir a la recirculacion del virus, lo cual es interesante si se considera la época del afio
en la que se tomaron las muestras. Para evitar la presencia de moscas, se puede instalar
mosquiteros, implementar el uso de cebos e insecticidas en conjunto con la limpieza de las

instalaciones (Pitkin et al, 2009a)
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Respecto a las muestras de aire, en 2009 Dee y sus colaboradores obtuvieron muestras
positivas que recorrieron una distancia de 4,7 Km, el sitio que actué como fuente de contagio
se encontraba a una altura de 309 M sobre el nivel del mar, y los investigadores indican que
variaciones en la topografia podrian afectar hallazgos similares. Las muestras de aire que
obtuvimos tuvieron un porcentaje de positividad de 10% y 12% en el plantel Ay B, lo que
se contrasta con los resultados obtenidos por Brito et al. en 2014, quienes midieron la
frecuencia de deteccion, dosis y diversidad de PRRSV en muestras de aire recolectadas en 4
regiones de alta produccion (produccion concentrada) durante la temporada de alto riesgo de
PRRS en el medio oeste de US (Octubre — Diciembre) en 2012, obteniendo un 29% y 42%
de las muestras de aire positivas en los 4 sitios de muestreo. Aunque este estudio no presento6
el mismo porcentaje de positividad que el obtenido por Brito et al. en 2014, hay que
considerar que Alonso et al, en 2012 demostraron que incluso utilizando filtradores de aire
de movimiento retrégrado existe un riesgo de contaminacion, es por esto que tanto el aire
como fuente de contaminacion y las medidas que se utilizan para disminuirla no deben ser
descuidadas, se debe considerar que se observa una mayor frecuencia, dosis, y diversidad de

PRRSV en el aire en localidades con alta densidad de cerdos (Brito et al., 2014).

No obstante, Alonso y sus colaboradores indicaron en 2017, que la “fiabilidad de los métodos
de cuantificacion de los virus asociados a particulas, al igual que el tamafio y distribucion de
estas particulas en aerosol que contienen estos virus no esta bien documentada en condiciones
de campo” Brito et al., 2014 sefiala que sus hallazgos sugieren que la propagacion del PRRSV
debido a la transmisién por aerosoles representa un riesgo significativo para grupos de cerdos
susceptibles en regiones con produccién porcina intensiva donde el PRRSV es endémico,
algo similar sefiala Alonso et. al en 2017, “el riesgo de transmision aérea es mas problematico
en areas con granjas y animales de alta densidad, donde la diseminacion regional puede ser
mas dificil de contener”. Cabe destacar que tanto Brito como Alonso realizaron su muestreo
en épocas frias en el hemisferio norte, y por tanto pese a la baja deteccion en el presente
estudio debe tomarse encuentra que el aire puede ser transmisor del virus incluso en épocas

calidas como en la temporada de verano.

Por lo general, no existen estudios acerca de la transmision del PRRSV por aire en verano,
sin embargo, en Chile los Ultimos dos eventos de transmision han sucedido durante esta
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época, por tanto, es un tema a estudiar. Ademas, existe un estudio de Influenza A en donde
se demostro la presencia del virus en el aire incluso con temperaturas y humedad relativa
elevadas, esto podria contribuir a entender que a pesar de la baja deteccion en estas

condiciones igualmente es posible considerarla una fuente de virus (Neira et al 2018).

El riesgo que suponen los aerosoles y fomites, se puede minimizar instaurando controles de
acceso, sistema de doble puerta de entrada y salida para evitar el ingreso de aire, habitaciones
destinadas a la recepcion y desinfeccion de suministros, y sistemas filtradores de aire (Pitkin
et al, 2009a, Pitkin et al., 2009b). Con respecto al riego de transmision mediante aire
contaminado, hasta la fecha no existen en Chile planteles con aire filtrado, por tanto,
representa un potencial riesgo constante, ya que el virus no solo puede transmitirse por aire,

sino que también mediante moscas, tal como fue explicado anteriormente.

Respecto a los fomites, estos pueden ser transmitidos entre granjas a través del movimiento
generado en las visitas realizadas por el personal, el cual puede cargar fomites en su ropa,
equipamiento, o vehiculos, sin embargo, los datos al respecto son dificiles de conseguir
debido a la heterogeneidad de su naturaleza y a cuestiones de privacidad (Rossi et al., 2017).
En este estudio las muestras fueron obtenidas de materiales inertes (manillas, suelo,
comedores y rejas) y el nombre de los planteles mantenidos en el anonimato. Respecto a los
planteles de este estudio, implementaban el acceso controlado como parte de las medidas de
bioseguridad en las granjas, lo que incluia pediluvios, camara de fumigacién, ducha de
entrada y salida, y acceso restringido. Estas medidas no solo evitan el ingreso del virus, sino

que también reducen el riesgo de propagacion a otros planteles.

En base a lo planteado, es vital utilizar la metodologia para seleccionar los analisis de riesgos
mas probables, dirigir los requisitos de vigilancia y establecer las medidas de control méas
adecuadas, al identificar las distintas rutas de transmision (Brookes et al., 2015, Pietro et al.,
2018), concentrar los esfuerzos, principalmente en medidas de bioseguridad adecuadas (la
mejor herramienta para evitar la introduccion del PRRSV) en las vias frecuentemente
implicadas en nuevas infecciones o reinfecciones: la entrada de animales portadores del virus
(aplicacion de esquemas diagnosticos y buenos protocolos de cuarentena), y semen

contaminado (control de calidad del mismo) (Alvares y Ruiz-Fons, 2013).
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Los resultados obtenidos en este estudio, demuestran que existe contaminacion de muestras
ambientales con PRRSV, lo cual se traducir en potencial fuente de transmisién del virus. Sin
embargo, si bien existe deteccion y se demuestra el potencial de riesgo, en general es dificil
detectar muestras positivas incluso en el contexto de una granja con infeccién activa. Por lo
tanto, la utilidad de la implementacion de muestras ambientales para medir la efectividad de
las medidas de control implementadas para disminuir el riesgo de transmisién de PRRSV
puede ser evaluada, teniendo en consideracion la proporcion de costo beneficio (Prieto et al.,
2018).

Por ultimo, se debe recalcar que el éxito de estos programas depende totalmente de su

ejecucion coordinada por parte de todos los actores implicados (productores, profesionales
o O
0 *i}* { 0

g |
°]

L||‘

sanitarios y administracion) con el fin de garantizar buenos resultados (Alvares y Ruiz-Fohs,
2013).

Esquema 7. Fuentes de infeccion en el corral de cerdos. De acuerdo a nuestro estudio el
virus puede ser detectado en el suelo, los comederos, las rejas, las manillas de las puertas, en

particulas del aire y moscas. Elaboracion propia
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CONCLUSION

El PRRSV se puede encontrar presente en muestras de aire, moscas y fomites en condiciones
de terreno, el suelo y el comedero componentes con los cuales los cerdos se encuentran en
constante contacto son fuentes probables de contaminacion. La evidencia indica que reforzar
las medidas de bioseguridad, enfatizando la higiene de los operadores y el lugar que habitan
los cerdos contribuye a disminuir la transmision de la enfermedad y los brotes. Ademas,
varios autores han indicado la importancia de detectar las vias de transmision del PRRSV,

para enfocar las medidas de deteccion.

Si bien, debido al nimero de muestras y las condiciones de terreno (no se pudieron obtener
mas muestras posteriormente, ya que coincidio con el inicio de la pandemia) este estudio
presentd un enfoque descriptivo que confirma que el virus se puede detectar en distintas
muestras ambientales, las cuales pueden participar en la transmision del virus incluso en

clima calido en época de verano.
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ANEXOS

ANEXO 1. Tabla de Sintomatologia de PRRS en porcinos

Siniomatologia de PRRS en el porcino

Adultos Camadas afectadas Posdestete
Partos prematuros y abortos Lechones débiles de tamano variable Pérdida de apetito y letargia
Mortalidad de hasta el 10 % en reproductoras Elevada mortalidad predestete Disminucion en el desarrolio
Pérdida de equilibrio, movimientos circulares Lechones momificados y mortinatos Dificultades respiratorias
Falta de apetito, fiebre, abatimiento Edema periorbital, temblores musculares Enrojecimiento cutdneo

Fuente: Alvarez y Ruiz-Fons. Aplicaciones de la Epidemiologia en el control del PRRS,
2013.

ANEXO 2. Ejemplos de imégenes representativas del virion de PRRSV

(A) Imagen de tincion negativa (tefiida con acetato de uranilo al 1%) en microscopio electronico. (B)
Imagen de particula con las dimensiones indicadas, obtenida a través de microscopia electronica
criogénica. Barra de escala 100 nm. (Dokland, 2010)
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ANEXO 3. Imagen de la trampa Fly Catcher de Green Live

GREEN LiVE * No Baiting
* No Poisons
* No Vapors

B o LY CATCHEZR  -Nomes r

Home - Porch - patio - Garage - Barn - Stable /

Extraida de: https://en.yiwugo.com/product/detail/929705381.html

ANEXO 4. Imagen de Lyquid cyclonic air collector.

A laizquierda se presenta el equipo armado y a la derecha el equipo desarmado (Corzo et. al., 2013)
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