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Arch Med Vet 41, 221-228 (2009)

ARTICULO ORIGINAL

Estudio de la excrecion y transmision del aislado chileno del virus del sindrome
respiratorio y reproductivo porcino (PRRS) en animales inoculados experimentalmente
y centinelas en contacto mediante RT-nPCR y ELISA#

Excretion and transmission study of the Chilean porcine reproductive and respiratory syndrome
virus isolate by means of RT-nPCR and ELISA in experimentally inoculated animals and sentinels
in contact

A Ruiz**, V Neira?, E Ramirez?, A Garcia®, C Lecocq®, M Quezada®
2 Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de Concepcién, Chillan, Chile.

b Departamento de Laboratorios y Estaciones Cuarentenarias Agricolas y Pecuarias,
Complejo Lo Aguirre, Servicio Agricola y Ganadero, Santiago, Chile.

SUMMARY

The excretion and transmission of PRRSV was studied through RT-nPCR in nasal secretion and serum samples, together with detection of antibodies
by ELISA. Thirty pigs, of 3 weeks age, were used and they were randomly assigned into 6 groups. One group of pigs (G1) was inoculated intranasally
with 2 ml and intramuscularly with 1 ml with the 2402 isolate in a concentration of 10°7 TCID50 per ml, and they were kept for 35 days in an isolation
unit. Four groups (G2, G3, G4, G5) were used as susceptible and they were in contact with the inoculated pigs (G1). Group 1 showed that the Chilean
PRRSYV isolated induces a condition of viremia beginning at 3 days post infection (dpi), increasing at 7 dpi , and then declines until 35 dpi (P < 0.1).
The virus was detected in the nasal swabs, from 3 dpi, increasing at 7 dpi, and remaining like that until 19 dpi. On the other hand, G2 had a 60% of
viremic animals at 5 days post contact (dpc) and then 100% at 12 dpc; G3 showed a 80% of positive pigs at 5 dpc and 100% at 12 dpc; G4 had 100% of
viremic pigs at 5 and 12 dpc; and finally, G5 showed only a 60% of positive animals at 12 dpc. The results suggest that the national isolate induces an
early viremia and is excreted through nasal secretions; moreover, it induces sero-reaction in presence of viremia. It can be concluded that the national
isolate of PRRSV was transmitted from G1 to the contact groups between 3 and 28 dpi, being this transmission more effective between 3 and 21 dpi.
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INTRODUCCION

El sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS)
se describi6 por primera vez en la década de los 80 y actual-
mente es una de las enfermedades de mayor importancia
econdmica en la industria porcina a nivel mundial (Wills
y col 2002). Las pérdidas causadas por esta enfermedad
se estiman hasta US$ 302 por hembra/afio y se deben,
principalmente, al aumento de la tasa de mortalidad peri-
natal, disminucién de la tasa de crecimiento y aumento
de los costos por concepto de vacunacién y medicacién
(Done y Paton 1995, Holck y Polson 2003). La enfermedad
tipica de esta infeccion se caracteriza por el aborto tardio
en cerdas y chanchillas, y neumonia intersticial en cerdos
de recria que se complica por cuadros bacterianos o virales
secundarios. Por otro lado, este virus tiene la particularidad
de producir infecciones persistentes (Lager y Mengeling
1995, Rossow 1998).
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La enfermedad se transmite generalmente cuando
hay un estrecho contacto entre los cerdos (Yoon y col
1993, Wills y col 1997), en donde el virus ingresa al
animal principalmente por via nasal, aunque se describen
otras vias de transmision como la via oral, intramuscu-
lar, intraperitoneal, transplacentaria y vaginal (Dee y
Molitor 1998). El virus es eliminado por los animales
infectados a través de sus secreciones y excreciones; es
asf como PRRSV es eliminado por la saliva hasta 42 dias
postinfeccién (dpi), orina hasta 14 dpi, heces hasta 35
dpi, secreciones nasales hasta 21 dpi (Yoon y col 1993,
Rossow y col 1994, Wills y col 1997). Ademads, se ha
demostrado la transmision del virus a través del semen
de verracos infectados (Gradil y col 1996, Reicks y col
2006). También es importante la transmisién del virus
a través de fomites (Otake y col 2002?), habiéndose
demostrado la transmisién por agujas de inyeccion
contaminadas (Otake y col 2002P), manos, botas y ropa
de trabajo del personal que estd en contacto con cerdos
infectados (Otake y col 2002?). Para minimizar el riesgo
de transmision por estas causas se pueden implementar
estrictos protocolos de bioseguridad, los cuales tienen
buenos resultados (Otake y col 2002%). En los dltimos
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afios se ha evidenciado la transmisién mecdnica del virus
a través de mosquitos (Aedes vexans) (Otake y col 2002¢,
Otake y col 2003%) y mosca comun (Musca domestica
Linneaus), pudiendo sobrevivir en sus visceras, como en
el exterior del insecto (Otake y col 2003?).

El virus ingresa primariamente al organismo por via
aerdgena, multiplicindose en macréfagos del cornete
nasal, tonsilas y/o pulmén (Rossow 1998); posteriormente,
el virus llega por via linfatica a los nédulos linféaticos
regionales, alcanzando mas tarde la circulacién sangui-
nea y asi se distribuye en todos los tejidos, en donde el
virus se multiplica masivamente en macréfagos de todo
el organismo (Rossow y col 1995, Benfield y col 1999).
Al distribuirse por el organismo el virus puede causar una
serie de lesiones, como neumonia intersticial, encefalitis,
miocarditis y artritis, provocando consecuentemente la
enfermedad clinica, cuadro que depende principalmente
de la edad del paciente y de la cepa viral (Rossow y col
1995).

Entre los afios 1999 y 2000 en monitoreos realizados
por el SAG en nuestro pais se encontrd por primera vez
seropositividad del virus PRRS. De un total de 2.328
muestras, un 11,6% fueron positivas (277 muestras)
(Ruiz y col 2003). En el afio 2001 se realiz6 un muestreo
serolégico a 6.179 cerdos pertenecientes a 150 unidades
productivas a lo largo de todo el pais, observiandose 22
planteles con serologia correspondiente a PRRSV (Ruiz
y col 2003).

Hasta el momento, en nuestro pais se ha detectado
solo un aislado viral, que corresponde a un genotipo
norteamericano. En Chile no existen antecedentes biblio-
gréficos acerca del comportamiento epidemiolégico del
aislado presente, ni evaluaciones econdémicas del dafio
que ha causado a la produccién nacional. Es necesario
aislar, tipificar e investigar la patogenicidad de las cepas
presentes en Chile pues es sabido que PRRSV puede
sufrir mutaciones, por lo que se puede esperar que el
virus presente en nuestro pais haya sufrido ciertos cam-
bios (Ruiz y col 2003). Se cree que el aislado nacional
de PRRSV es de menor patogenicidad que los aislados
norteamericanos (cepa ATCC VR-2332), causantes de
graves cuadros respiratorios y reproductivos en Estados
Unidos y Canada, por lo tanto, en Chile la enfermedad
se comportaria epidemiolégicamente distinta, con una
diseminacion mas lenta en el organismo y una excrecién
mas tardia, infectando a los cerdos susceptibles en ma-
yores periodos de tiempo (Ruiz y col 2003).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el patrén
de comportamiento y transmisién de la enfermedad a
grupos de cerdos susceptibles expuestos por contacto
directo.

El estudio propuesto permitira tener un modelo mas
preciso acerca de los periodos de excrecién del virus,
asi como el momento en que los cerdos susceptibles
puedan infectarse.

222

MATERIAL Y METODOS
CULTIVOS CELULARES Y AISLAMIENTO VIRAL

El aislado nacional del virus PRRS corresponde a un
genotipo norteamericano (cepa 2402), siendo el tnico
aislado que oficialmente se ha identificado en Chile, el
cual fue titulado y genotipificado por el Dr. Fernando
Osorio en el Centro de Diagnéstico Veterinario del
Departamento de Veterinaria y Ciencias Biomédicas de
la Universidad de Nebraska-Lincoln, quien proporciond
el aislado nacional para el presente estudio, mantenido
en cultivos celulares (MARC 145).

DISENO DEL EXPERIMENTO

Se realiz6 una experiencia con 30 cerdos hibridos de
ambos sexos, de tres semanas de edad, provenientes de
una pirdmide genética de alta salud y libre de PRRS, los
cuales se dividieron al azar en 6 grupos (5 animales cada
grupo), de los cuales un grupo (G1) fue inoculado con 2
ml por via intranasal y 1 ml por via intramuscular (basado
en experimentos realizados anteriormente) con un indculo
del aislado 2402 de virus PRRS en concentracién de 1037
TCID50 por ml mantenido en células MARC-145. Es im-
portante destacar que el virus solo tenia un pasaje celular
previo al indculo. Otros 4 grupos de cerdos (grupo G2,
G3, G4 y G5) se utilizaron como susceptibles y entraron
en contacto directo con los cerdos inoculados, en el mismo
corral, entre los 3y 7 dpi, 10y 14 dpi, 17y 21 dpiy 24
y 28 dpi, respectivamente, permitiendo un estrecho con-
tacto nariz con nariz. Posterior al contacto, estos grupos
fueron mantenidos en diferentes unidades de aislamiento
independientes. El dltimo grupo (G6) corresponde al grupo
control, siendo inoculado con un cultivo celular puro.

Antes de comenzar la experiencia se realizé un periodo
de aclimatacién de una semana de los cerdos, en el que se
obtuvieron muestras de sangre individuales, para constatar
su condicién de negativos a PRRSV a través de andlisis
serolégicos (ELISA) y moleculares (RT-nPCR). También
se realizaron examenes microbioldgicos para descartar
enfermedades sistémicas y respiratorias.

Los grupos 1 y 6 (G1 y G6) se sacrificaron a los 35
dias postexposicion, mientras que los grupos restantes
(G2, G3, G4 y G5) fueron sacrificados a los 12 dpc (dias
postcontacto) con G1.

La experiencia se realiz6 en el Departamento de
Laboratorios y Estaciones Cuarentenarias Agricolas y
Pecuarias, Complejo Lo Aguirre, perteneciente al SAG,
respetando todas las medidas de bioseguridad y de bienestar
animal. Los animales fueron mantenidos en tres unidades
independientes y atendidos por personal diferente. Cada
unidad cuenta con altas medidas de bioseguridad, con
temperatura y ventilacién controladas. En una de ellas se
mantuvo a los cerdos inoculados y a los cerdos en expo-
sicion por el periodo correspondiente; en otra unidad se



conservaron los cerdos no infectados, y en la tltima a los
cerdos postcontacto con G1.

Cada unidad se desinfectd y fumigé antes del inicio de la
experiencia para evitar la presencia de moscas y mosquitos.
A su vez, fueron consideradas otras medidas de bioseguridad
como, por ejemplo, cambio de botas y uso de pediluvios
antes del ingreso a los cuartos, y la utilizacién de guantes,
mascarillas y cofias desechables durante cada ingreso.

TOMA DE MUESTRAS EN CERDOS VIVOS

Para determinar la infeccién en los cerdos de G1 se
obtuvieron muestras de sangre alos 0, 3,7, 11, 15, 19, 23,
27,31y 35 dpi a través de puncién en la vena cava craneal
utilizando tubos de vacio (Vacutainer®) de 10 mL sin
anticoagulante, para RT-nPCR y ELISA. Adicionalmente,
durante los mismos periodos se tomaron muestras de hisopo
nasal para determinar a través de RT-nPCR el momento
en el cual los cerdos inoculados excretan el virus. [guales
procedimientos fueron efectuados en los cerdos de G6
durante los mismos periodos de tiempo.

En los animales de los grupos contacto (G2, G3, G4 y
G5) se obtuvieron muestras de sangre a los 0, 5 y 12 dias
postcontacto (dpc) para RT-nPCR y ELISA, utilizando el
mismo procedimiento que para G1 y G6.

TECNICA DE PCR (RT-nPCR)

Extraccién del material genético: Para la extraccion
del ARN viral presente en el suero e hisopos nasales se
utilizé Trizol®LS Reagent de Invitrogen™, siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante. Luego el material
fue conservado a —20 °C hasta el siguiente proceso, el cual
se realiz6 a la semana siguiente.

La amplificacién del ORF 7 mediante RT-nPCR se
realiz6 en grupos de a 5 muestras, mas sus respectivos
controles negativo y positivo, este dltimo fue material
genético de PRRS extraido desde un cultivo viral puro.
Para el desarrollo de la técnica se utilizé el kit comer-
cial QIAGEN One Step RT-PCR, formando una mezcla
maestra, la cual contiene: 1X de buffer PCR, 0,32 mM de
dNTPs, 1,25 mM de MgCl,, 13 U de RNasa OUT([40 u/ul]
Invitrogen™), 0,2 uM de cada partidor especifico (primer
forward ATGGCCAGCCAGTCAATCA y primer reverse
CGGATCAGGCGCACAGTATG) (Shin y col 1998),
1 ul de QIAGEN One Step RT-PCR enzima Mix, 8 ul de
templado, completdndose a un volumen final de 25 pl con
agua ultrapura (RNase-free). Posteriormente se procedid
a amplificar el segmento ORF 7 del virus PRRS mediante
el uso de un termociclador (MJ Research, Peltier Termal
Cycler PTC-200). Para amplificar el material genético se
realizé primero un proceso de transcripcidn reversa de
50 °C durante 30 minutos. A continuacion, una desnatu-
ralizacién inicial a 94 °C por 15 minutos, posteriormente
40 ciclos que constan de una fase de desnaturalizacién a
94 °C por 30 segundos, una fase de apareamiento a 50 °C
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por 35 segundos y una fase de elongacién a 72 °C por 35
segundos. Por dltimo, la muestra es sometida a una fase de
elongacioén final a 72 °C por 7 minutos, obteniéndose un
producto de 309 pares de bases (bp), el cual fue utilizado
para el PCR anidado (RT-nPCR). Para esto, el producto
de RT-PCR fue amplificado mediante partidores internos
siguiendo el protocolo estindar de RT-nPCR descrito
por Shin y col (1997), que tiene un limite de deteccién
de 120 particulas virales. En forma breve, el protocolo
consiste en combinar 1 pl de producto de RT-PCR con
una muestra maestra constituida por: 0,24 mM de dNTPs,
1X de buffer PCR, 0,24 uM de cada partidor especifico
(primer forward CCAGTCAATCAGCTGTGCCA y rever-
se GCGCCTTGATTAAAGGCGGT) (Shin y col 1998),
2 nM de MgCl,, 0,625 U de Tag DNA Polymerase recom-
binant (Invitrogen™), completdandose a un volumen final
de 23 pl con agua ultrapura. El proceso de amplificacién
del material genético se realizé mediante 30 ciclos que
constan de un proceso de desnaturalizacién a 94 °C por
30 segundos, una fase de apareamiento a 50 °C por 35 se-
gundos y una fase de elongacién a 72 °C por 35 segundos,
obteniendo finalmente un producto de 208 pares de bases
(bp), el cual fue conservado a 4 °C y analizado mediante
un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio.
La imagen es capturada en un transiluminador de rayos
UV (M-15, UVP).

ESTUDIO INMUNOENZIMATICO (ELISA)

El suero se utiliz6 también para la deteccién de an-
ticuerpos anti-PRRSV mediante la prueba de ELISA,
para lo cual se usé un kit comercial (PRRS: Herd Check,
IDEXX Laboratories Inc., Westbrook ME, USA), el cual
utiliza como antigeno viral un sobrenadante de macré-
fagos alveolares pulmonares infectados con PRRSV en
cultivo celular MARC-145 (Albina y col 1992, Cho y
col 1997). En consecuencia, tiene especial preferencia en
detectar anticuerpos contra proteinas de membrana (M)
y nucleocdpside (N), ya que estos son los antigenos mds
abundantes en el virién (Kwang y col 1999). La técnica
considera un valor S/P igual 0,4 como punto de corte para
considerar una muestra positiva.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados estadisticamente por medio
del Test de McNemar y la prueba exacta de Fisher; el pri-
mero utilizado para evaluar resultados de cada grupo, y el
segundo para analizar diferencias entre los grupos.
RESULTADOS

ANIMALES INOCULADOS

RT-nPCR de suero. El material genético del virus PRRS
no fue detectado a los 0 dpi en el 100% de los casos.
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Posteriormente, a los 3 dpi el 80% de los casos resultaron
positivos; sin embargo, a los 7, 11 y 15 dpi se observé
que un 100% de los casos fueron positivos a RT-nPCR.
En tanto, a los 19 y 23 dpi se detectd el genoma viral en
un 80% de los animales, subsiguientemente a los 27 dpi
se obtuvo un 60% de cerdos positivos. En cambio, a los
31y 35 dpi solo se observé un 20% de animales positivos
(1 de 5 cerdos) (figura 1).

RT-nPCR de hisopos nasales. Como se muestra en la
figura 2, el 100% de los animales resulté negativo al inicio
de la experiencia. Posteriormente, a los 3 dpi el 60% de
los cerdos fueron positivos y el 20% de los animales fue
clasificado como sospechoso, es decir, se observé una banda
tenue, la cual no puede ser considerada como negativa
(1 de 5 animales). Subsiguientemente, alos 7, 11, 15y 19
dpi se observé que un 80% de los casos fueron positivos
a RT-nPCR. En tanto, a los 23 y 27 dpi no se detecté el
genoma viral en 100% de los animales. Finalmente, a
los 31 y 35 dpi se observé que un 20% de los animales
resultaron sospechosos (1 de 5 cerdos).

Andlisis serologicos mediante ELISA. No se evidencié
serorreaccion en los animales entre los O dpi y 11 dpi, en
tanto alos 15y 19 dpi el 100% de los animales resultaron
positivos a la prueba; sin embargo, a los 23 dpi solo el
80% de los cerdos se encuentra positivo (4 de 5 animales).
Posteriormente, desde los 27 dpi al sacrificio (35 dpi) se
observo serorreaccion en el 100% de los animales.

El grupo control (G6) obtuvo un 100% de animales
negativos al test de ELISA y RT-nPCR de suero e hisopo
nasal durante todo el experimento.

GRUPOS CONTACTO (G2 A G5)

RT-nPCR de suero. En ninguno de los grupos contacto
fue posible detectar el material genético de PRRSV a
los O dpc. En el grupo 2 a los 5 dpc se obtuvo un 60%
de animales positivos (3 de 5 cerdos), mientras que a los
12 dpc la totalidad de los cerdos resultaron positivos. Por
otro lado, en el grupo 3 se observo un 80% de animales
positivos a los 5 dpc, en tanto que a los 12 dpc el genoma
viral se encontr¢ en la totalidad del grupo. En el cuarto
grupo (G4) se obtuvo un 100% de animales positivos a los
5y 12 dpc. En su contraparte, el grupo 5 no tuvo positivos
alos 5 dpc; sin embargo, a los 12 dpc el genoma viral se
detectd en el 60% de los animales (figura 3).

Andlisis serologicos mediante ELISA. Todos los animales
de los grupos contacto resultaron seronegativos a los 0 y
5 dpc. No obstante, a los 12 dpc el grupo 2 obtuvo un 60%
de animales positivos (3 de 5 cerdos), en el grupo 3 solo
el 20% resulté positivo (1 de 5 cerdos) y en el grupo 4 se
observo un 40% de casos seropositivos. Por otro lado, el
grupo 5 continué siendo 100% seronegativo a los 12 dpc
(figura 4).
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DISCUSION

Para lograr el objetivo propuesto, la estrategia se bas6
en detectar la presencia de material genético de PRRSV en
muestras de suero e hisopos nasales, conjuntamente con la
presentacién de anticuerpos circulantes en cerdos inoculados
experimentalmente con el aislado nacional 2402.

GRUPO INOCULADO

Los resultados demuestran la presencia de genoma viral
en la sangre desde los 3 dpi, lo que concuerda con estudios
realizados anteriormente por Batista y col (2002, 2004) y
Trincado y col (2004), en los cuales cerdos inoculados de
diferentes edades resultaron positivos al primer muestreo
postinoculacién, realizado a los 3 dpi mediante el uso de
la técnica de PCR. Ademads, se realiz6 aislamiento viral
sobre las mismas muestras; sin embargo, el virus se obtuvo
desde el segundo muestreo postinoculacidn, realizado a
los 7 dpi, demostrando la menor sensibilidad de la segun-
da técnica. No obstante, otros trabajos han demostrado
viremia desde el primer dpi, mediante técnicas molecu-
lares (Spagnuolo-Weaver y col 1998, Gallegos 2005) y
de aislamiento viral (Rossow y col 1995), sugiriendo la
posibilidad de que PRRSV o su genoma estuviese en la
sangre con anterioridad a los 3 dpi.

La presencia de PRRSV en la sangre a los 3 dpi indica
que la inoculacién viral por via nasal e intramuscular a la
cual fue sometido este grupo de animales resulté ser exi-
tosa. A modo de referencia, un estudio realizado aplicando
PCR y ELISA en sangre extraida de cerdos, de 4 semanas
de edad, demostr6 que no existe diferencia estadistica al
comparar ambas rutas de infeccién, siendo mas importante
la dosis infectante (Yoon y col 1999). El incremento de
cerdos positivos a los 7 dpi se podria explicar por el hecho
de que un animal comenz6 su viremia tardiamente, resul-
tando negativo a RT-nPCR a los 3 dpi, lo cual se deberia
a diferencias bioldgicas individuales, lo que concuerda
con estudios realizados por Yoon y col (1995) y Batista
y col (2002) en donde se observé un aumento de casos
positivos posterior a los 3 dpi. La meseta observada entre
7 y 15 dpi, en donde todos los animales son positivos,
concuerda con estudios anteriormente realizados (Batista
y col 2002, Wills y col 2003, Trincado y col 2004) en los
cuales existe un plateau entre estos dias. Posteriormente,
desde los 19 dpi en adelante, la viremia tiende a desaparecer
paulatinamente hasta el dltimo muestreo, realizado a los 35
dpi, en donde sélo existe un cerdo positivo, concordando
con estudios realizados con anterioridad (Rossow y col
1994, Spagnuolo-Weaver y col 1998, Wills y col 2003);
esta disminucién estaria directamente influenciada por la
aparicién de anticuerpos neutralizantes, la que se iniciaria
entre los 15 a 21 dpi, segtin lo descrito por Yoon y col (1995),
Bautista y Molitor (1997), Molitor y col (1997), Osorio y
col (2002) y Batista y col (2004), quienes desarrollaron
estudios de seroneutralizacidn viral en animales inoculados
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Figura 1. Resultados de RT-nPCR en suero, expresados en
porcentaje de cerdos positivos, del grupo de animales inocula-
dos experimentalmente con aislado 2402 de PRRSV. Las letras
distintas sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas.

dpi: dias postinoculacion.

RT-nPCR results of serum, expressed as a percentage of
positive pigs from experimentally inoculated animals with PRRS virus
strain 2402. Different letters above the bars indicate statistically signi-
ficant differences.
dpi: days post infection.
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Figura 2. Resultados de RT-nPCR de hisopos nasales, expre-
sados en porcentaje de cerdos positivos, del grupo de animales
inoculados experimentalmente con aislado 2402 de PRRSV. Las
letras distintas sobre las barras indican diferencias estadistica-
mente significativas.

dpi: dias post inoculacion.

RT-nPCR results of nasal swabs, expressed as a percentage
of positive pigs from experimentally inoculated animals with PRRS
virus strain 2402. Different letters above the bars indicate statistically
significant differences.
dpi: days post infection.

con PRRSV. Del mismo modo, Bautista y Molitor (1997),
Molitor y col (1997), Batista y col (2004) han sefialado la
importancia de la respuesta inmune mediada por la prolife-
racion de linfocitos T a partir de los 21 dpi, conjuntamente
con el aumento de INF-y producido por células a partir de
los 14 dpi, el cual fue descrito por Batista y col (2004), a
través de citometria de flujo. Sin embargo, lo anterior no
puede ser afirmado, ya que en el presente estudio no se
realiz6 deteccion de anticuerpos neutralizantes, niveles
de linfocitos T, ni produccién de INF-y.

Por otro lado, los resultados demuestran la presencia
de material genético en secrecién nasal entre los 3 y 19
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Figura 3. Resultados de RT-nPCR en suero, expresados en por-
centaje de cerdos positivos, de los grupos de animales contacto.
Las letras distintas sobre las barras (a y b) indican diferencias
estadisticamente significativas dentro de cada uno de los grupos.
Las distintas letras mayusculas sobre las barras (X y Z) indican
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
G2: Grupo 2, G3: Grupo 3, G4: Grupo 4, G5: Grupo 5.

Serum RT-nPCR results, expressed as a percentage of
positive pigs from the contact animals groups. Different letters above
the bars (a and b) show statistically significant differences within each
group. Different capital letters above the bars (X and Z) show statistically
significant differences between groups.

G2: Group 2, G3: Group 3, G4: Group 4, G5: Group 5.

100 7
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Dias postcontacto
Figura 4. Resultados de ELISA, expresados en porcentaje de
cerdos positivos, de los grupos de animales contacto. Las letras
distintas sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas dentro de cada uno de los grupos.
G2: Grupo 2, G3: Grupo 3, G4: Grupo 4, G5: Grupo 5

ELISA results, expressed as a percentage of positive pigs
from the contact animals groups. Different letters above the bars indicate
statistically significant differences within each group.

G2: Group 2, G3: Group 3, G4: Group 4, G5: Group 5.

dpi, sefialando excrecion viral por esta via, lo que ya ha
sido confirmado anteriormente mediante estudios de ais-
lamiento viral realizados por Yoon y col (1993), Rossow y
col (1994), Rossow y col (1995), quienes indican que esta
secrecion es una ruta de eliminacion de particulas virales
infectantes. Sin embargo, los datos obtenidos muestran
la presencia constante de genoma viral en los hisopos,
contrario a lo observado por los autores anteriormente
sefialados, 1o que se explicaria por la mayor sensibilidad de
la técnica de RT-nPCR usada en el presente experimento.
Estos resultados concuerdan con estudios realizados por
Gallegos (2005), quien mediante RT-nPCR obtuvo un patrén
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similar de excrecion viral en animales inoculados con la
cepa 2402 de PRRSV. No obstante, las muestras positivas
podrian corresponder a restos del in6culo administrado,
a particulas virales excretadas desde el animal o a una
combinacién de ambas, pudiendo ser algunas muestras
positivas producto de restos del inculo que se encuentra
atin en la zona nasal y otras debido a la replicacion viral,;
desafortunadamente esto no se puede corroborar, ya que el
RT-nPCR no diferencia entre virus completo o parte de su
genoma, lo que si puede ser demostrado a través de cultivo
viral o en este caso mediante el uso de centinelas, los cuales
se introdujeron al corral de G1 desde los 3 dpi.

La disminucién de cerdos positivos observada posterior a
los 19 dpi puede corresponder a un comportamiento ciclico
de excrecidn viral, lo que ha sido observado en estudios
de aislamiento viral realizados por Yoon y col (1993) en
cerdos de cinco meses de edad; sin embargo, en este caso
no fue posible observar este fenémeno, al igual que en los
estudios realizados por Sandoval (2004) y Gallegos (2005)
en condiciones similares, posiblemente por diferencias de la
cepa viral infectante, la madurez de los individuos y método
de diagnéstico. Por otro lado, estudios de aislamiento viral
realizados por Rossow y col (1995) demostraron altos titulos
de PRRSYV en epitelio de cornete nasal hasta los 21 dpi y, al
mismo tiempo, trataron de aislar el virus desde secreciones
nasales pero no tuvieron éxito debido posiblemente a errores
de muestreo, segtin lo sefialado por el autor. Sin embargo,
sefialan la posibilidad de transmisién de la enfermedad
por esta via debido a la eventual eliminacién de particulas
virales a través del epitelio del cornete nasal, concordando
con los resultados del presente estudio.

En cuanto al ELISA, se evidencio serorreaccion (relacion
s/p20,4) aPRRSV desde los 15 dpi, lo que corresponderia
aun aumento de anticuerpos contra las proteinas M y N del
virién (Kwang y col 1999). Esta respuesta seroldgica se
asemeja a resultados obtenidos en estudios anteriormente
realizados por Bierk y col (2001), Batista y col (2002),
Wills y col (2003) y Trincado y col (2004) en cerdos de
diferentes edades, de 1 a 5 meses, inoculados con PRRSV,
indicando serorreaccion, a través a ELISA, desde los
14 dpi, la cual no es protectiva y solo es de importancia
diagnéstica. Por otro lado, existen estudios seroldgicos de
PRRSV mediante otros métodos, por ejemplo, mediante
la utilizacién de IFA. Rossow y col (1994) demostraron
la presencia de anticuerpos circulantes desde los 7 dpi,
a su vez, Yoon y col (1995) mediante IMPA detectaron
sueros positivos desde los 5 dpi, lo cual indica una mejor
sensibilidad en estas técnicas diagndsticas comparada con
ELISA. El menor porcentaje de cerdos positivos a los 23
dpi no concuerda con estudios realizados por Yoon y col
(1999), Bierk y col (2001), Batista y col (2002), Wills y
col (2003), Lépez y Osorio (2004) en cerdos de distintas
edades y diferentes cepas de PRRSV en los cuales todos
los animales inoculados se mantienen positivos a ELISA
por sobre los 60 dpi, aunque los valores s/p de estos decaen
posterior a los 28 dpi se mantuvieron siempre sobre 0,4.
Por lo anteriormente mencionado, y al haber repetido el
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ELISA de esta muestra obteniendo el mismo resultado, es
probable que sea un caso de falso negativo, y la técnica no
haya podido detectar niveles bajos de anticuerpos en ese
momento, como antecedente, es importante destacar que
este ELISA tiene 95% de sensibilidad (Albina y col 1994,
Polson y col 2003). Pese a lo sefialado anteriormente, este
cambio no es de significancia estadistica.

GRUPOS CONTACTO (G2 A G5)

Como ha sido anteriormente seflalado, todos estos
cerdos estuvieron en contacto con los animales de G1,
los cuales se infectaron y excretaron PRRSV de la manera
esperada. La distribucién temporal fue: G2 estuvo en
contacto con G1 entre el 3¢y 7™ dpi, G3 entre el 10™
y 14¥° dpi, G4 entre el 17™ y 21°" dpi y el grupo 5 (GS)
desde el 24" al 28"° dpi.

Los resultados indican la existencia de dos patrones de
comportamiento en los animales. El primero estd consti-
tuido por G2, G3 y G4, los que tienen por caracteristica
presentar a lo menos el 60% de animales positivos a los
5 dpcy el 100% alos 12 dpc, indicando una transmision
temprana de PRRSV. Por otro lado, el grupo 5 solo pre-
sentd animales positivos a los 12 dpc, demostrando que
en estos animales pudo ocurrir una transmisién tardia, que
probablemente ocurrié durante el dltimo dia que tuvieron
contacto con G1, lo que explicaria la ausencia de animales
positivos a los 5 dpc. Otra opcidn seria una infeccién con
menor carga viral, ya que en el momento que G5 estuvo en
contacto con G1 habia disminuido el porcentaje de animales
virémicos en dicho grupo, adicionalmente, los resultados
RT-nPCR de hisopos nasales eran negativos. Este ultimo
punto concuerda con estudios realizados por Yoon y col
(1999), en donde sefialan que una menor dosis infectante
produce una viremia mas tardia. De cualquier forma, en
ambos patrones el virus debi6 ingresar al organismo por
el estrecho contacto entre los animales, en donde PRRSV
entr6 via oronasal, multiplicindose en macréfagos del
cornete nasal, tonsilas y/o pulmon, para posteriormente
por via linfatica llegar a los nédulos linfaticos, alcanzando
mads tarde la circulacién sanguinea a las 12 horas posti-
noculacién segtin lo descrito anteriormente por Rossow
y col (1995) y Benfield y col (1999).

Los resultados serolégicos nuevamente muestran la
existencia de dos patrones de comportamiento en los
animales; el primero esta constituido por G2, G3 y G4,
que se caracterizan por tener serorreaccion a PRRSV,
sugiriendo la infeccién temprana de algunos animales
dentro de cada grupo, los que desarrollaron una respuesta
humoral, la que fue evidenciada mediante ELISA; ademads,
hace pensar que los animales seronegativos se infectaron
mads tardiamente, por tanto sus organismos aun no desa-
rrollaban anticuerpos al momento del dltimo muestreo.
Por otro lado, el que G5 no tenga animales positivos a
ELISA insinda una tardia transmision del virus, siendo
confirmado por los resultados de RT-nPCR, que indican



probablemente una menor transmision entre los dias en
que fue expuesto este grupo de animales.

RELACION ENTRE GRUPO 1Y GRUPOS CONTACTO

Los datos obtenidos sugieren que los animales inoculados
se infectaron y eliminaron virus a través de secreciones
nasales, desde los 3 dpi y hasta los 19 dpi, momento en que
serian capaces de transmitir la enfermedad a través de esta
via de excrecion, lo que se confirma en el presente estudio
ya que los animales de los grupos contacto efectivamente
se infectaron siendo esto demostrado mediante RT-nPCR
y ELISA. Asi, un conjunto de animales susceptibles se in-
fecté tempranamente con PRRSV, estos fueron los grupos
2,3 y 4 expuestos a G1 entre los 3 y 21 dpi, no existiendo
diferencia estadisticamente significativa entre sus niveles
de infeccion. En contraparte, G5, presumiblemente con
una menor y mas tardia infeccion, el cual fue expuesto a
G1 desde los 24 dpi, evidencia una menor capacidad de
transmision del virus por parte de los animales inoculados,
concordando con estudios previamente realizados por Yoon
y col (1993) quienes demostraron que animales inoculados
son capaces de transmitir PRRSV entre los 3 y 35 dpi;
sin embargo, la transmision disminuye considerablemente
después de los 25 dpi. Por otro lado, Wills y col (2002)
evidenciaron transmisién viral hasta los 62 dpi, aunque
con una notable baja en el nivel de propagacién del virién
entre los 27 y 41 dpi. Es probable que en el presente estudio
PRRSYV se transmitiera a través de secreciones nasales hasta
los 19 dpi y posteriormente existiera un cambio de ruta
de transmision, siendo esta de menor efectividad, como
puede ser la transmisién por heces o saliva; sin embargo,
no es posible confirmar si hubo otras fuentes de excrecién
del virus pues no fueron estudiadas en este experimento.
Por otro lado, otra explicacion légica es que a medida
que pasan los dias la intensidad de excreta sea menor y,
es posible incluso, que sea inconstante, lo que reduce la
probabilidad de contacto efectivo por unidad de tiempo y,
por lo tanto, menor proporcion de infeccidn.

Los resultados de ELISA despiertan algunas inquie-
tudes, ya que animales de grupos contacto son positivos
desde los 12 dpc; sin embargo, en G1 se demuestra sero-
reaccion posterior a los 15 dpi, lo que puede ser explicado
por medio de las siguientes hipdtesis: Los animales de
G1 fueron positivos desde los 12 dpi, al igual que los
animales positivos de los grupos contacto, pero esto no
pudo ser evidenciado, ya que no hubo muestreos en esa
fecha y solo se evidenci6 a los 15 dpi. La otra opcién es
que haya existido diferente respuesta seroldgica entre el
grupo inoculado y los contactos, lo cual se podria deber a
una reactivacion del virus en los cerdos inoculados.

En conclusién, los resultados obtenidos en el presente
estudio indican que en cerdos inoculados con el aislado
nacional el genoma de PRRSV se puede detectar a través
de RT-nPCR en muestras de suero entre los 3 y 35 dpi,
siendo detectado de mejor forma entre los 3 y 15 dpi.
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Asimismo, se puede detectar en muestras de hisopo nasal
entre los 3 y 19 dpi, observandose también serorreaccion
entre los 12y 15 dpi.

El aislado nacional de PRRSV puede ser transmitido
por animales inoculados a cerdos contacto entre los 3 y
28 dpi, siendo mds efectiva entre los 3 y 21 dpi.

RESUMEN

La excrecion y transmision de PRRSV fue estudiada a través de
RT-nPCR en muestras de secrecion nasal y suero, junto con la deteccién
de anticuerpos por medio de ELISA. Se utilizaron 30 cerdos de 3 semanas
de edad, los cuales fueron divididos en 6 grupos al azar. Los cerdos de
un grupo (G1) fueron inoculados con 2 ml por via intranasal y 1 ml por
via intramuscular de un indculo del aislado 2402 en concentracién de
10>7 TCID50 por ml, y fueron mantenidos por 35 dias en una unidad de
aislamiento, perfodo en el cual fueron muestreados para RT-nPCR y ELISA
alos0,3,7,11,15,19,23,27,31y 35 dias postinoculacién (dpi). Cuatro
grupos (G2, G3, G4, G5) se utilizaron como susceptibles, y estuvieron en
contacto con los cerdos inoculados entre los 3y 7 dpi, 10y 14 dpi, 17y
21 dpiy 24 y 28 dpi, respectivamente, siendo mantenidos en unidades de
aislamiento independiente posterior al contacto, obteniéndose muestras
de sangre para RT-nPCR y ELISA alos 0, 5 y 12 dias postcontacto (dpc).
El sexto grupo correspondi6 al grupo control (G6) que siguié el mismo
protocolo que G1. En los cerdos del grupo 1 los resultados indican que
el aislado nacional de PRRSV induce un estado de viremia a partir de los
3 dpi (80%), la cual aumenta a los 7 dpi (100%), para comenzar a decaer
hasta los 35 dpi (20%) (P < 0,1). En los hisopos nasales se detect6 el
virus a través de RT-nPCR desde los 3 dpi (60%), aumentando a los 7 dpi
(80%), manteniéndose asi hasta los 19 dpi. Por otra parte, G2 obtuvo un
60% de animales virémicos desde los 5 dpc y luego 100% a los 12 dpc;
G3, un 80% de cerdos positivos a los 5 y 100% a los 12 dpc; G4 un
100% de cerdos virémicos a los 5 y 12 dpc; finalmente G5 con solo un
60% de animales positivos a los 12 dpc. Los resultados sugieren que el
aislado nacional induce una viremia temprana y es excretado a través
de secreciones nasales, ademds, induce serorreaccién en presencia de
viremia. Se concluye que el aislado nacional de PRRSV se transmitié
desde G1 a cerdos de grupos contacto entre los 3 y 28 dpi, siendo esta
transmision mas efectiva entre los 3 y 21 dpi.
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