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2 RESUMEN EJECUTIVO

La industria porcina nacional se ha caracterizado por mantener un estandar
sanitario privilegiado, sin embargo, a pesar de los resguardos, en el afio 2000 se notificé
oficialmente la presencia del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS),
enfermedad de caracter exdtico que causa grandes estragos en otros paises. Dado la
introduccion del virus al pais se propuso implementar, optimizar y desarrollar técnicas
de diagnostico molecular necesarias para realizar una deteccién precoz, especifica y
rapida de este patégeno. Especificamente, como apoyo al plan de erradicaciéon del virus
PRRS que esté llevando a cabo la Asociacion de Productores de Cerdos (ASPROCER)
en conjunto con el SAG.

En Chile sdlo se disponia del método de ELISA para la deteccién de anticuerpos
contra el PRRSV, el cual presenta una serie de limitaciones que impiden el diagnéstico
certero de la infeccion. Es por esto que en otras partes del mundo, cuentan también con
el diagndstico molecular del virus mediante la técnica de RT-PCR, como un
complemento fundamental para el diagndstico inmunolégico. Ademés, del aislamiento
viral mediante cultivo celular y la genotipificacion viral.

Con el proposito de implementar la técnica de RT-PCR en el pais, primero se
desarroll6 un método de diagndstico utilizando material no infeccioso, como es el acido
nucleico extraido de cepas controles de PRRSV (cepa americana y europea),
obteniendose un protocolo de PCR tradicional. Posteriormente se optimizé este método
para muestras provenientes tanto de cerdos vivos como faenados (muestras de sangre,
suero y tejidos: amigdalas, pulmon, nodulo bronquial,etc). Una vez montada la técnica
de PCR tradicional se adaptaron los protocolos al equipo de PCR automatizado Light
Cycler.

Se utiliz6 en forma conjunta el diagnéstico por ELISA y RT-PCR para
determinar las ventajas y desventajas de ambas técnicas.

En el curso del proyecto también se implementaron cultivos celulares para el
aislamiento viral. Se desarrollé la metodologia para realizar genotificaciones de los
aislados virales, con el fin de llevar a cabo estudios epidemioldgicos del virus en Chile.
Ademds, se implementaron métodos de diagnéstico molecular para la deteccion de
PRRSV en semen, moscas, heces y alimento, con el fin de controlar todos los focos de
posibles contaminaciones.

El resultado final de este trabajo es que actualmente los productores cuentan con
las distintas herramientas de diagnéstico necesarias para la deteccién del virus PRRS en
forma especifica, sensible y rdpida, en todas las etapas del sistema productivo. Teniendo
con esto la posibilidad de erradicacion del virus y la mantencion de ello en el tiempo.
Ademas, con la aplicacion de estas técnicas pueden obtener una vision real del curso de
esta enfermedad en sus planteles, de modo de, optimizar las medidas de control hasta
ahora utilizadas.
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3 TEXTO PRINCIPAL

(Breve resumen de la propuesta, con énfasis en objetivos, justificacion del proyecto,
metodologia y resultados e impactos esperados.)

En los ultimos afios ha ocurrido un aumento de los parametros productivos en el
sector porcino nacional, tanto en respuesta a las inversiones realizadas en tecnologia por
los grandes productores, como por la incorporacion de la Inseminacion Artificial en
forma generalizada. Si bien los parametros han mejorado desde pequefios a grandes
productores, aun se esta lejos de alcanzar los parametros potenciales. Mas ain, el SAG
en el aflo 2000 reporté que se encontrd de un total de 135.000 madres analizadas por
ELISA, aproximadamente 28.000 cerdas reproductoras seropositivas para el virus
PRRS. Esta situacién implicaba que en los dos afios siguentes se verian afectados los
parametros de produccién con una disminucion constante de éstos en un 3% anual, si no
se tomaban las medidas adecuadas. Por ello, era fundamental desarrollar planes
sanitarios para el control, eliminacién y vigilancia de la enfermedad, de modo de poder
erradicarla del pais. Para lograr este objetivo, se requerian herramientas tecnoldgicas
inexistentes hasta ese momento en nuestro pais. Por este motivo, DIAGNOTEC S.A.,
laboratorio que posee experiencia en la deteccion molecular de patdgenos en
acuicultura, propuso desarrollar, optimizar e implementar el diagndstico molecular del
PRRSV mediante la técnica de RT-PCR, ya que la aplicacion de esta técnica seria una
herramienta fundamental para adoptar las medidas de control pertinentes, ya sea basadas
en estrategias de control o medidas de reemplazo de modo de conseguir planteles libres
de PRSSV. Se propuso cumplir con los siguientes objetivos:

1. Optimizar la técnica de RT-PCR para la deteccion del virus PRRS a partir de
cepas controles, basandose en los métodos descritos previamente.

2. Desarrollar la técnica de RT-PCR para la deteccién del virus PRRS a partir de
muestras provenientes de cerdos faenados (muestras de tejidos).

3. Desarrollar la técnica de RT-PCR para deteccion del virus a partir de muestras
provenientes de cerdos vivos (muestras de sangre, suero o plasma).

4. Comparar y evaluar a nivel de campo el uso de analisis inmunolégicos y

moleculares para el diagndstico del virus PRRS.

Durante los dos afios y medio de proyecto se realizaron las actividades programadas
para cumplir con estos objetivos, sin mayores dificultades. De este modo, se obtuvo
como resultado un método de diagndstico moleculat para la detecciéon del PRRSV en
tejido, sangre y suero del cerdo, el cual fue adaptado al equipo automatizado Light
Cycler y fue comparado con el método de ELISA. Ademds, se realizaron una serie de
actividades que no estaban programadas en el proyecto original, tales como: el
desarrollo de un método de deteccion molecular en semen, moscas, heces y alimento,
con el fin de monitorear la presencia del virus desde todas las posibles fuentes de
contaminacion. La implementacién de sistemas de cultivo en células MARC-145 para el
aislamiento viral y los estudios de la variabilidad del virus mediante la genotipificacion
de todos los aislados obtenidos desde los planteles positivos.

En resumen, actualmente el pais dispone de distintas herramientas para detectar
precozmente al PRRSV, beneficiando tanto a los grandes, medianos y pequefios
productores, ya que les permitira realizar planes de monitoreo y deteccién, de modo de

Confidencial-Diagnotec S.A. Pagina 3 de 36



llevar un programa de control adecuado y asi poder determinar los focos de infeccion,
las categorias de animales mas susceptibles a la enfermedad y la prevalencia que ésta
presenta. Asi podran acercarse a los parametros productivos esperados y de ese modo
poder producir a costos convenientes, y permitir una mayor competitividad de los
pequefios y medianos productores, mejorando la rentabilidad general del sector.
Adicionalmente, la posibilidad de alcanzar la meta impuesta por ASPROCER y el SAG
de erradicar este virus es un desafio enorme, pero certificar cerdos libres de PRRSV
abre paso a la comercializacion de cerdos con el consiguiente valor agregado,
motivando la aparicion de nuevos negocios en el sector.

3.1 Cumplimiento de los objetivos del proyecto:

(descripcion breve de los resultados obtenidos, comparacion con los objetivos
planteados, y razones que explican las discrepancias, descripcion breve de los impactos
obtenidos)

3.1.1 Objetivos y resultados:

1. Optimizar la técnica de RT-PCR para la deteccion del virus PRRS a partir de
cepas controles, basandose en los métodos descritos previamente.

Se desarroll6 un protocolo estandar de diagndstico para el virus PRRS mediante RT-
PCR utilizando como cepas controles la cepa americana y la cepa europea.

2. Desarrollar la técnica de RT-PCR para la deteccién del virus PRRS a partir de
muestras provenientes de cerdos faenados (muestras de tejidos).

Se desarrolld la técnica de RT-PCR para la deteccion del virus PRRS a partir de
amigdala, pulmén, ndédulo bronquial o torula nasal.

3. Desarrollar la técnica de RT-PCR para deteccion del virus a partir de muestras
provenientes de cerdos vivos (muestras de sangre, suero o plasma).

Se desarrolld la técnica de RT-PCR para la deteccion del virus PRRS a partir de
sangre y suero.

4. Comparar y evaluar a nivel de campo el uso de analisis inmunolégicos y
moleculares para el diagnostico del virus PRRS.
Se compar6 los resultados de la deteccion de PRRSV obtenidos por ELISA y
RT-PCR, dando como resultado de la evaluacién que ambos corresponden a
diagndsticos complementarios, sin ser excluyentes.

No hubo discrepancias entre los objetivos planteados y los realizados. Aunque, cabe
destacar, que se cumplieron con objetivos que no se plantearon originalmente en el
proyecto, los que fueron surgiendo como necesidades de los productores durante su
curso. Como resultado se obtuvo el diagndstico de PRRSV en semen, moscas, heces y
alimento. El aislamiento del virus en cultivo celular y la genotipificaciéon de los aislados
virales.
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Bajo nuestro punto de vista el impacto principal de este proyecto es haber tenido la
capacidad de plantear y llevar a cabo en nuestro pais, el desarrollo tecnologico
requerido para enfrentar un problema del sector productivo de gran relevancia nacional.
Con los resultados de este proyecto, los productores de cerdo cuentan con todas las
herramientas necesarias para mantener la vigilancia epidemiologica contra el virus
PRRS. Ademas, saben que cuentan con el apoyo tecnoldgico para enfrentar cualquier
otro problema sanitario que pueda surgir a futuro.

3.2 Aspectos metodologicos del proyecto:

(descripcion de la metodologia efectivamente utilizada, principales problemas
metodoldgicos enfrentados, adaptaciones o modificaciones introducidas durante la
ejecucion del proyecto, y razones que explican las discrepancias con la metodologia
originalmente propuesta, descripcion detallada de los protocolos y métodos
utilizados, de manera que sea facil su comprension y replicabilidad.)

3.2.1 Metodologia de RT-PCR para la detecciéon del virus PRRSV:

Para implementar la técnica de PCR propiamente tal se disefiaron secuencias
partidoras especificas para las dos principales cepas virales. Se seleccionaron por
literatura partidores que hubiesen demostrado ser especificos para la detecciéon de
PRRSV y mediante alineamientos computacionales se confirmoé la especificidad de los
partidores utilizando para esto el programa de alineamiento BLAST (Herramienta de
busqueda de alineamiento local basico). Este programa permite explorar todas las
secuencias de DNA disponibles en una base de datos en bisqueda de similitud con la
secuencia del partidor. Por lo tanto, permite determinar si la secuencia del partidor est4
presente solo en el patégeno de interés, ya que por un lado existe el potencial de que
ocurran reacciones cruzadas con otros patégenos en el lugar incorporado y por otro que
existan distintos genotipos y/o subtipos del patégeno que no son capaces de ser
detectados mediante el método desarrollado.

Se evalud ademds la calidad del partidor para la correcta realizacion del ensayo.
Un partidor apropiado es aquel que no presenta secuencias complementarias con su
partidor pareja o con si mismo, posee una temperatura de melting similar a su partidor
pareja, el porcentaje de GC que posee fluctia entre 40 y 60% y no presenta dominios
ricos en GC o AT. Una vez seleccionado el partidor este se envid a sintetizar a
laboratorios externos.

Una vez recibidos los partidores se ensay6 la amplificacion del genoma de las
cepas controles de PRRSV probando los distintos protocolos de tiempo y temperatura.
En base a estos resultados se definié un protocolo patrén y/o estandar que sirva como
control para enfrentar la optimizacion y desarrollo de los protocolos posteriores. Para
ello se extrajo el 4cido nucleico de los virus controles, se cuantificé por
espectrofotometria y se determind el numero de virus al que equivale. Luego se
realizaran diluciones seriadas del acido nucleico extraido los cuales seran amplificados
por RT-PCR, para determinar la sensibilidad y/o dilucién maxima detectable de cepas
puras.
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El proceso de RT-PCR se puede subdividir en cuatro fases: la fase pre-PCR
(Procesamiento de la muestra), RT (Reaccion de Transcripcién Reversa), PCR
(Reaccion de polimerizacién) y post-PCR (Visualizacion del producto amplificado). La
fase de pre-PCR consiste en: (a) Separar el acido nucleico del patogeno desde la
muestra. (b) Concentrar el dcido nucleico en un volumen adecuado (pequefio) para la
reaccion de RT-PCR. (c) Remover los compuestos inhibidores del RT-PCR es la mas
critica., por lo tanto, se probaron distintos protocolos de extraccion del acido nucleico
viral para los distintos tipos de tejidos. La fase de RT y la de PCR es comtn para todos
los tipos de muestra. Mientras que la deteccion del producto amplificado se realiza
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y posterior tincidn con nitrato de
plata para el caso del RT-PCR tradicional y en el caso del Light cycler se detecta
mediante un peak caracteristico producido por la fluorescencia emitida por el producto
amplicado.

En general no nos enfrentamos a mayores problemas en la metodologia
desarrollada, por lo que no hubo discrepancias metodolégicas con lo propuesto
originalmente.

3.2.1.1 Protocolos de extraccién del acido nucleico desde muestras de sangre,
suero y tejido para la deteccion de PRRSV

3.2.1.1.1 Preparacion de las muestras para la extraccién de acido nucleico:

3.2.1.1.1.1 Preparacién de muestras de sangre

Las muestras de sangre cerdo fueron tratadas antes de la extraccion del acido
nucleico, para lisar los gldbulos rojos, de la siguiente manera:

Se mezcld suavemente la muestra de sangre (1mL) y se centrifugd a 350g por 3
minutos. El sobrenadante (plasma) se recolecta para otros propésitos.

Se mezcld nuevamente la sangre y se tomd 500 uL. Se le agregd 500 pL de
NH4CI 0.83% y se dejo en hielo por 20-30 minutos Se centrifugd a 350g por 10
minutos Se resuspendi el pellet en 200 pL de NH4CI 0.83% y se volvi6 a centrifugar
en un tubo eppendorf por 5 minutos a 350g. El sobrenadante se descarté y las células se
resuspendieron en 200 pL de H2O estéril. La extraccion de RNA se realizd
posteriormente a partir de las células.
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3.2.1.1.1.2 Preparacion de muestra de suero
La extraccion de acido nucleico desde el suero se realiza directamente.

3.2.1.1.1.3 Preparacion de muestras de tejido:

Para la extraccion de acido nucleico a partir de tejidos, se utilizé como muestras
amigdalas, pulmén, nédulos linfaticos u otro 6rgano blanco. Se homogenizé y se diluyd
en un volumen de agua destilada. Luego se centrifugd a 13.000g por 3 minutos y se
tomo 200 pl de sobrenadante para ser sometido a la extraccion de RNA viral.

3.2.1.1.2 Extraccion del acido nucleico

3.2.1.1.2.1 Desde muestras de sangre, suero o tejido.

La extraccion en estos casos se baso principalmente en el uso de silica o fibra de
vidrio para retener el acido nucleico. Para ello se puede utilizar una extraccidn artesanal
o kits comerciales. Nosotros hemos utilizado los Kits de Roche (High Pure Viral
Nucleic Acid Kit) o el de Ezna (RNA Eazy). Se han obtenido mejores resultados con el
kit de Roche, siendo el protocolo el siguiente:

Se mezcl6 200 pl de la muestra con 200 pL de buffer de unién (6M guanidina-
HCI, 10 mM urea, 10 mM Tris-HCI, 20 % Tritén X-100 pH 4,4 a 25°C) y 40 pl de
proteinasa K 20 mg/ml. Se agité y se incub6 por 10 minutos a 72 °C. Se agregd 100 ul
de isopropanol y se arm¢ el sistema de tubo colector mas el tubo filtro, para agregar la
mezcla de reaccion. Luego se centrifugd por 1 minutos a 8000xg, se eliminé el tubo
colector y se colocé al tubo filtro en un nuevo tubo colector. Se agregé 500ul de buffer
removedor de inhibidores (5M guanidina-HCI, 20mM Tris-HCI, pH 6,6 a 25°C), se
centrifug6 por 1 minutos a 8000xg, se elimin6 el tubo colector y se colocd un tubo filtro
en un nuevo colector. Se agregd 450 pl buffer de lavado (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI
pH 7,5 a 25°C) al tubo filtro y se centrifugd por 1 minutos a 8000xg. Se volvié a
eliminar el tubo colector y se colocé el tubo filtro en un nuevo colector. Se agregd 450
pul de buffer de lavado al tubo filtro y se centrifugdé 1 minuto a 8000xg. Finalmente se
volvié a centrifugar por 10 segundos a 13000xg para remover el buffer residual. A
continuacion se insert6 el tubo filtro a un tubo eppendorf de 1,5 ml estéril y se agregd
50 pl de buffer de elucién (Tris 10mM pH 8,5) previamente incubado a 70 °C al tubo
filtro. Se dejo eluir durante 5 minutos y se centrifugd por 1 minutos a 8000xg. El RNA
se recolectd desde el tubo eppendorf y se mantuvo en hielo hasta su uso posterior en la
reaccion de RT.
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3.2.1.1.2.2 Desde muestras de semen

Se realizaron pooles de semen de hasta de 4 cerdos. Se centrifugé a 3000 rpm
por 3 minutos Al pellet se le agregd 500 pL de buffer Chomzynski (sin 2-
mercaptoetanol), se agité y se centrifugd a 3.000 xg por 3 minutos A continuacion se
agrego el sobrenadante a 500 pl de buffer Chomzynski (con 8 pl 2- mercaptoetanol),
con agitacion. Luego se realizd una extraccién con 250 ul de fenol y 250 pl de
cloroformo-isoamilico (24:1). Se vortexed y centrifugé a 8000 rpm por 5 minutos. Se
retird la fase acuosa y se realiz6 una nueva extraccion. Se retird la fase acuosa y se
realiz6 una extraccion con 500 pl de cloroformo-isoamilico (24:1), vortexeando y
centrifugando a 8000 xg por 5 minutos. Se tom¢ la fase acuosa y se precipité en Etanol
durante toda la noche. A continuacion se centrifugd a 13.000 xg por 30 minutos y el
pellet obtenido se resuspendié en H20 estéril.

3.2.1.1.2.3 Desde muestras de heces, moscas y alimento

Para realizar la extraccion de acido nucleico de heces, moscas y alimento se
utilizé un protocolo similar al aplicado para la extraccion de RNA desde semen. Este
consiste especificamente en lo siguiente:

Se homogenizd, ya sea las heces, moscas o alimento con buffer Chomzynski (sin
2-mercaptoetanol) con agitacion y se centrifugé a 10.000 xg por 5 minutos. A
continuacion, se agregd al sobrenadante 500 pl de buffer Chomzynski (con 2-
mercaptoetanol) y 200 pg/ml de proteinasa K .Se incubd a 55°C por 40 minutos. Luego
se realizo una extraccion con 250 pl de fenol y 250 pl de cloroformo-isoamilico (24:1).
Se vortexed y centrifugé a 8000 rpm por 5 minutos. Se retir6 la fase acuosa y se realizd
una segunda extraccion fenol:cloroformo-isoamilico. Se retird la fase acuosa y se
precipito en Etanol durante toda la noche. A continuacién se centrifugd a 13.000 rpm
por 30 minutos y el pellet obtenido se resuspendié en H20 estéril para su uso posterior.

3.2.1.1.3 Prepararacion de las muestras para la deteccion de PRRSYV en Light
Cycler

La extraccion de 4cido nucleico desde sangre, suero, tejido y semen para la
deteccion de PRRSV en light cycler se realiza como primer paso tal como se describid
anteriormente. Sin embargo, luego de llevar a cabo la reaccion de transcripcion reversa,
el cDNA obtenido se purifico antes de realizar la reaccion de PCR en el Light Cycler,
de modo de, entregar un producto mas puro al equipo dado su sensibilidad. Para ello se
ha utilizado un kit de Roche denominado High Pure Product Purification kit. El
procedimiento consiste en lo siguiente:

Se agrego6 500 pL de buffer de union (3M guanidina-HCI, 10 mM tris-HCI, 5 %
etanol pH 6,6 a 25°C) a 100 pl de reaccion de RT y se mezcld bien. Se combiné el tubo
filtro con el tubo colector, se pipete6 la muestra a la parte superior y se centrifugd por
30 segundos a 13.000xg. Se descart6 el volumen obtenido en el tubo colector y se
combiné con el tubo filtro nuevamente. Se agregd 500 pul de buffer de lavado (20 mM
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NaCl, 2 mM Tris-HCI pH 7,5 a 25°C) a la parte superior y se centrifugd 30 segundos a
13.000xg. Se volvio a descartar el volumen del tubo colector y se combin6 con el tubo
filtro nuevamente. Se agregd 200 pl de buffer de lavado a la parte superior y se
centrifugd a 30 segundos 13.000xg. Se descart6 el tubo colector y el tubo filtro se
combind con un tubo eppendorf de 1,5 mL. Se eluy6 con 50 pL de buffer de elucion (1
mM tris-HCI pH 8,5) durante 5 minutos y se centrifugé por 30 segundos a 13.000xg. El
DNA se recolectd desde el tubo eppendorf y se mantuvo en hielo hasta su uso posterior
en la reaccidon de PCR en el lightcycler.

3.2.1.1.4 Reaccion de transcripcion reversa

La reaccion de transcripcion reversa se realiza utilizando “random primers” ya
que el cDNA obtenido de est4 reaccion puede ser utilizado posteriormente para
cualquiera de las reacciones de PCR que se requiera realizar.

3.2.1.1.5 Reaccion de PCR termociclador tradicional

En general, para la reaccién de PCR se ha preferido utilizar una primera y
segunda ronda de amplificacidn, ya que esto aumenta la sensibilidad de la reaccion. Mas
aun pensamos que lo ideal para el diagndstico es utilizar el par de partidores universal y
luego hacer el nested PCR o segunda ronda de amplificacion con uno de los dos pares
de partidores que se han disefiado para la deteccién de la cepa americana o para la cepa
europea.

La temperatura optima de “annealing” resulté de 47° C y 49° C, para la primera
y segunda ronda de amplificacion, respectivamente. Por otro lado, la concentracion
optima de partidores resultd ser 0,3 uM.

La deteccion de los productos de amplificacidn se realizé mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 7% tefiido con nitrato de plata.

El producto del tamafio esperado obtenido en la primera ronda de amplificacién
corresponde a 255 pares de bases. El producto del tamafio esperado para la cepa
americana obtenido en la segunda ronda de amplificacion corresponde a 107 pares de
bases.

3.2.1.1.6 Reaccién de PCR para light cycler

Una vez implementado el método de RT-PCR para la detecciéon de PRRSV
utilizando un termociclador convencional, éste se adapt6 al equipo Lightcycler.

Esta tecnologia permite aplicaciones rapidas, pues los tiempos de transferencia
de calor son breves, asi un programa de PCR realizado en el Lightcycler puede ser
completado en sdlo 1 hora .La deteccion de los productos de PCR se realiza a través de
una deteccion independiente de la secuencia con un sustrato que se une a DNA de doble
hebra denominado Syber green I. Ante la emision de la sefial luminosa, que es detectada
por el equipo, se procede al andlisis final por medio de las curvas de melting.
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El protocolo patron basicamente consiste en utilizar una concentracion de partidores de
0,3 uM y de 3 mM de Magnesio en un volumen final de reaccidon de 20 pL, para 2 pL
del cDNA.

El analisis de las curvas de melting para las cepas controles mostré un pico de
fluorescencia de 90,8°C aproximadamente

3.2.2 Metodologia de implementacion de sistemas de cultivo en células MARC-
145 para el aislamiento viral

Se propagaron células MARC-145 hasta alcanzar confluencia. Luego de 24
horas post confluencia estas fueron utilizadas para su infeccién, inoculando Con
muestras de suero, tejidos (pulmoén y amigdala) y semen, segun los protocolos que se
describen a continuacion.

3.2.2.1 Infeccion con Suero

-Se utilizé 1 ml de suero para infectar placas de 6 pocillos y se realizé la adsorcién por
30 minutos a 37°C. Luego se agreg6 medio fresco suplementado con 5% de suero y se
incubd a 37°C durante 72 horas en incubador con CO2.

3.2.2.2 Infeccion con Tejido (pulmén y amigdala)

-Se homogenizé aproximadamente 1g. de tejido con medio DMEM vy a continuacién se
centrifugd a 3.0000xg durante 15 minutos y se tomo6 1 ml de sobrenadante para infectar
placas de 6 pocillos (no hay incubacion con Antibidticos). Se realizo la adsorcién por 2
horas a 37°C. Luego se agreg6 medio fresco suplementado con 5% de suero y se incubd
a 37°C durante 48 a 72 horas en incubador con CO2.

3.2.2.3 Infeccion con semen

-Se tomo6 2 ml de semen total y se agregd 20 ml de solucién balanceada de Hanks, se
centrifugd a 40.0000xg por 1 hora y se descarté el sobrenadante. El pellet se
resuspendio con 1 ml de MEM que contiene 2 % de suero, utilizando vortex. Luego se
infectaron monocapas de células MARC-145 con 1 ml de diluciones 1:2 hasta 1:40 del
resuspendido en  MEM al 2% de suero. Se realizé la adsorcion por 2 horas a 37°C.
Luego se agregé medio fresco suplementado con 2% de suero y se incubd a 37°C
durante 40 a 48 horas en incubador con CO2.
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3.3 Actividades y Tareas ejecutadas

(Descripcion de las actividades y tareas ejecutadas para la consecucion de los
objetivos, comparacion con las programadas, y razones que explican las
discrepancias.)

Se adquiri6 equipos y materiales.

Se selecciond como cepas control las cepas americana 'y europea, ademas, de la primera
cepa chilena aislada. De éstas, se obtuvo el acido nucleico no infeccioso extraido de las
cepas americana y chilena, faltando atn la cepa europea.

Se selecciond y obtuvo partidores especificos para PRRSV descritos en literatura

Se relaizé implementacion de las técnicas de RT- PCR descritas para la deteccion de
PRRSV utilizando las cepas control y optimizacion de los protocolos con el fin de
disefiar un protocolo patrén y/o estandar.

Se realiz el estudio de sensibilidad y reproducibilidad del RT-PCR patrén y/o estandar

Se modificd el protocolo de RT-PCR patrén con el fin de implementarlo al equipo Light
Cycler.

Se desarrollaron distintos protocolos de extraccion del 4cido nucleico del virus
dependiendo si la muestra de cerdo vivo era sangre, suero o semen.

Se realiz6 estudios de sensibilidad y reproducibilidad del RT-PCR en muestras de
cerdos vivos.

Se modifico y optimizé el protocolo de RT-PCR para cerdos vivos (muestras de suero,
sangre y semen), con el fin de implementarlo al equipo Light Cycler.

Se desarrollaron distintos protocolos de extraccion del acido nucleico del virus desde
tejidos de cerdos faenados, dependiendo si la muestra de cerdo faenado correspondia a
amigdala, pulmdn, noédulo bronquial o térula nasal.

Se relizo estudios de sensibilidad y reproducibilidad del RT-PCR en muestras de cerdos
faenados (muestras de amigdalas, pulmén, nddulo bronquial o térula nasal) y para

muestras de semen.

Se implement6 y optimizé el protocolo de RT-PCR para cerdos faenados en el equipo
Light Cycler.

Se utilizaron los partidores especificos para la identificacién de la cepa Americana o
Lelystad en un RT-PCR multiple.

Se desarrollaron distintos protocolos de extraccién del acido nucleico del virus desde
muestras de heces, moscas o alimento.
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Se realizaron muestreos dirigidos en varios planteles, especialmente aquellos que tenian
sospecha de infeccién por PRRSV y se detect6 el virus mediante los métodos de RT-
PCR desarrollados (tradicional y automatizado) y la técnica de ELISA, en muestras de
sangre y suero, con el fin de evaluar la edad mas susceptible de infeccion por PRRSV.

También se intentd evaluar el lugar en el plantel mas susceptible de infeccion por
PRRSV, mediante los métodos de RT- PCR desarrollados (tradicional y automatizado)
y la técnica de ELISA, en cerdos vivos.

Se realizo estudio de la cinética de infeccion y respuesta inmune en cerdos provenientes
de planteles naturalmente infectados mediante los métodos de RT-PCR desarrollados

(tradicional y automatizado) y ELISA.

Se chequeo la presencia de PRRSV en el semen de reproductores de distintos planteles
una vez al mes durante este periodo.

Se realizaron genotipificaciones de todos los aislados de PRRSV chilenos.
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3.3.1 Actividades programadas (Segun carta Gantt)

1) Adquisicion de equipos y montaje del laboratorio.

2) Obtencion de acidos nucleicos no infeccioso extraidos desde las cepas controles.

3) Seleccion y obtencion de partidores especificos para PRRSV descritos en literatura

4) Implementacion de las técnicas de RT- PCR descritas para la deteccion de PRRSV
utilizando las cepas control y optimizacion de los protocolos con el fin de disefiar un
protocolo patrén y/o estandar.

5) Sensibilidad y reproducibilidad del RT-PCR patrén .

6) Implementacion del RT-PCR patroén al equipo Light Cycler

7) Desarrollo de métodos de extraccion (fase pre-PCR) en muestras de cerdos vivos

8) Sensibilidad y reproducibilidad del RT-PCR en muestras de cerdos vivos

9) Implementacion del RT-PCR para cerdos vivos al equipo Light Cycler

10) Desarrollo de métodos de extraccion (fase pre-PCR) en muestras de cerdos faenados

11) Sensibilidad y reproducibilidad del RT-PCR en muestras de cerdos faenados

12) Implementacién de los métodos de RT-PCR desarrollados en cerdos faenados en el
equipo automatizado.

13) Diagnosticar la presencia de PRRSV mediante los métodos de RT- PCR desarrollados
(tradicional y automatizado), en cerdos faenados.

14) Evaluar la edad més susceptible de infeccion por PRRSV, realizando muestreos dirigidos
en un plantel, mediante los métodos de RT- PCR desarrollados (tradicional y automatizado) y
la técnica de ELISA, en cerdos vivos

15) Evaluar el lugar en el plantel mas susceptible de infeccién por PRRSV, mediante los
métodos de RT- PCR desarrollados (tradicional y automatizado) y la técnica de ELISA, en
cerdos vivos

16) Estudio de la cinética de infeccion y respuesta inmune en cerdos provenientes de
planteles naturalmente infectados mediante los métodos de PCR desarrollados (tradicional y
automatizado) y ELISA.
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3.3.2 Actividades efectivamente realizadas

1) Se realiz6 la adquisicion de equipos y materiales, aunque tardiamente debido al retraso de
la entrega del financiamiento.

2) Obtencion de 4cido nucleico no infeccioso extraido de cepas controles, se realiz6 para dos
de las tres cepas elegidas, debido a la imposibilidad de conseguir autorizacion del SAG para
ingresar el 4acido nucleico de la cepa europea.

3) La seleccién y obtencion de partidores especificos para PRRSV descritos en literatura se
realizé tal como se propuso.

4) La implementacion y optimizaciéon de las técnicas de RT- PCR descritas para la deteccion
de las cepas control de PRRSV se realizé de acuerdo a lo propuesto originalmente.

5) Estudio de sensibilidad y reproducibilidad del RT-PCR patron y/o estandar tal como se
sefald en el proyecto.

6) Implementacién del RT-PCR patrén al equipo Light Cycler

7) Desarrollo de métodos de extraccion (fase pre-PCR) en muestras de cerdos vivos

8) Sensibilidad y reproducibilidad del RT-PCR en muestras de cerdos vivos.

9) Implementacion del RT-PCR para cerdos vivos al equipo Light Cycler

10) Desarrollo de métodos de extraccion (fase pre-PCR) en muestras de cerdos faenados y en
semen

11) Sensibilidad y reproducibilidad del RT-PCR en muestras de cerdos faenados y en semen.
12) Implementacion y optimizaciéon del RT-PCR para cerdos faenados al equipo Light
Cycler.

13) Diagnostico de la presencia de PRRSV mediante los métodos de RT- PCR desarrollados
(tradicional y automatizado), en cerdos faenados.

14) Desarrollo de métodos de extraccién en muestras de heces, moscas y alimento de cerdos.
15) Desarrollo de RT-PCR multiple con las cepas control Americana y Lelystad.

16) Evaluacion la edad mas susceptible de infeccion por PRRSV, realizando muestreos
dirigidos en un plantel, mediante los métodos de RT- PCR desarrollados (tradicional y
automatizado) y la técnica de ELISA, en cerdos vivos.

17) Evaluacién el lugar en el plantel mas susceptible de infecciéon por PRRSV, mediante los
métodos de RT- PCR desarrollados (tradicional y automatizado) y la técnica de ELISA, en
cerdos vivos.

18) Estudio de la cinética de infeccién y respuesta inmune en cerdos provenientes de
planteles naturalmente infectados mediante los métodos de PCR desarrollados (tradicional y
automatizado) y ELISA.

19) Monitoreo de reproductores de distintos planteles mediante la deteccion de PRRSV en
semen durante varios meses.

20) Genotipificacion de aislados chilenos de PRRSV.
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3.4 Resultados del proyecto

(Resultados del proyecto: descripcion detallada de los principales resultados del
proyecto, incluyendo su andlisis y discusion; utilizando grdficos, tablas, esquemas y
Sfiguras y material grdfico que permitan poder visualizar claramente los antecedentes
que sustentan las conclusiones relevantes del desarrollo del proyecto.)

3.4.1 Resultado 1.

En cumplimiento con el primer objetivo correspondiente a:
1. Optimizar la técnica de RT-PCR para la deteccion del virus PRRS a partir de cepas
controles, basdndose en los métodos descritos previamente.

Se desarroll6 un protocolo estandar de diagndstico para el virus PRRS mediante RT-
PCR utilizando como cepas controles la cepa americana y la cepa europea. Para ello se
utilizo un set de partidores universales que amplifican una region del gen que codifica
para la polimerasa viral de ambas cepas, dando un producto de 255 pb en la primera
amplificacién. Luego, en una segunda amplificacidn, se utilizan dos pares de partidores,
uno para cada una de las cepas especificamente, que dan un producto de 107 pb y 186
pb para la cepa americana y europea, respectivamente.

En la figura 1 se observan los productos de amplificacién obtenidos con ambos
pares de partidores presencia de la cepa europea (carriles a y b) y de la cepa americana
(carriles c y d).

FIGURA 1

HR HP KB A B C D

+— 186
+— 107
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3.4.2 Resultado 2
Para cumplir con el segundo objetivo correspondiente a:

2. Desarrollar la técnica de RT-PCR para la deteccion del virus PRRS a partir de
muestras provenientes de cerdos faenados (muestras de tejidos).

Se desarrolld la técnica de RT-PCR para la deteccion del virus PRRS a partir de
amigdala, pulmon, nddulo bronquial o térula nasal, utilizando los mismos partidores
descritos en el punto anterior. Ademas, se propagd el virus en cultivo de células
MARC-145.

Se compararon los resultados obtenidos de tres cerdos, a los que se les tomaron
muestras de suero, sangre, amigdalas, pulmén, nédulo bronquial y térula nasal. Los
resultados tanto del RT-PCR directo como del sobrenadante de cultivo se muestran en la
tabla 1.(ver archivo adjunto: TABLA 1) Para el caso de RT-PCR directo de la muestra,
con el tejido que se obtuvo mayor sensibilidad fue la amigdala, ya que se obtuvo
producto en los 3 cerdos analizados. Luego le sigue la muestra de sangre. Para el caso
de RT-PCR a partir de sobrenadante de cultivo, aparentemente el suero es tan buena
muestra como cualquier otro tejido. En los cultivos de suero, amigdala y pulmén se
observan efectos citopaticos mas evidentes que en los cultivos de noédulo bronquial y
torula nasal.
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3.4.3 Resultado 3
En cuanto al tercer objetivo, el cual consistia en:

3. Desarrollar la técnica de RT-PCR para deteccion del virus a partir de muestras
provenientes de cerdos vivos (muestras de sangre, suero o plasma).

Se desarrolld la técnica de RT-PCR para la deteccion del virus PRRS a partir de
sangre y suero.

La evaluacion de la sensibilidad del método de diagndstico desarrollado para cada
una de las tres muestras mediante la realizacion de pooles de dos, tres, cuatro y cinco
individuos se observa en las figuras 2, 3 y 4. Esto es, se junta un individuo positivo con
uno, dos, tres o cuatro individuos negativos.

En la tabla 2, correspondiente a una muestra individual y pooles se observa que en
el caso de una muestra de sangre, se obtiene producto de amplificacion con la muestra
individual y pooles de 2, 3, 4 y 5 individuos. Mientras que tanto en muestras de suero
como de semen se observa que se obtiene producto de amplificacion con la muestra
individual y los pooles de 2, 3 y 4 individuos.

TABLA 2

Pooles Sangre SUuero Semen
1 (1) + + +

2 (14+/1-) + + +

3 (1+/2-) + + +

4 (1+/3-) + + +

5 (1+/4-) + , .

3.4.4 Resultado 4

Finalmente, respecto a los resultados del cuarto objetivo correspondiente a:
4. Comparar y evaluar a nivel de campo el uso de analisis inmunoldgicos y
moleculares para el diagnostico del virus PRRS.

Se compar6 los resultados de la deteccion de PRRSV obtenidos por ELISA y
RT-PCR, dando como resultado de la evaluacion que ambos corresponden a
diagnodsticos complementarios, sin ser excluyentes.

Con el fin de evaluar la edad mas susceptible de infecciéon por PRRSV, se
realizaron muestreos dirigidos en varios planteles. Como se muestra en la tabla 3 se
tomaron muestras de cerdos sospechosos de estar infectados por PRRSV desde 1 dia de
cdad hasta 189 dias. Los resultados del diagndstico del virus en cerdos vivos mediante
los métodos de RT- PCR desarrollados (tradicional y automatizado) y la técnica de
ELISA muestran que existen cerdos positivos de todas las edades. En el caso de los
lechones el virus seria trasmitido desde la madre. En el caso de la recria existen algunos
cerdos que son negativos al ELISA, pero positivos al PCR, esto se puede deber a que
esta recién iniciandose la respuesta inmunolégica contra el virus. Sin embargo, en la
mayoria de los casos ocurre al revés, es decir, el ELISA es positivo y el PCR negativo,
lo que indica que probablemente la respuesta inmune haya llegado a su méximo o ya
est¢ empezando a declinar para estabilizarse, luego de que ha ocurrido la infeccion viral.
En este caso, el virus fue combatido durante el maximo de la respuesta inmunolégica
desapareciendo de la circulacion practicamente. Cabe destacar que tampoco se puede
descartar la posibilidad de tener falsos positivos al ELISA, especialmente cuando las
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diferencias entre el ELISA y el PCR se obtienen con resultados del ELISA
correspondientes a positivos muy débiles, los cuales generalmente tampoco son
confirmados por IFAT, obteniéndose resultados negativos igual que en RT-PCR. Estos
resultados coinciden con los resultados descritos previamente y actualmente en la
literatura, lo que vuelve a dejar de manifiesto que ni el ELISA, ni el RT-PCR por si
solos son métodos de diagndstico certero, ya que dependen del curso de la infeccion.
Por lo tanto, es fundamental utilizar ambos métodos en forma rutinaria y
complementaria.

De estos resultados también se desprende que el RT-PCR tradicional es mas
sensible que el automatizado. Esto sucede cuando las muestras tienen una carga viral
mas baja y ocurre porque el equipo Light Cycler requiere acido nucleico mas puro para
tener un resultado optimo. Cuando se tiene una cantidad limite de 4cido nucleico los
inhibidores recobran mayor importancia que cuando el acido nucleico esta en exceso
cuando se utiliza el equipo automatico, por eso se obtiene una menor sensibilidad en el
caso de cargas virales bajas. Estos resultados también estdn de acuerdo con lo que han
descrito otros investigadores y es por esto que haciendo una evaluacion costo
beneficifio, DIAGNOTEC S.A. se inclina por recomendar el RT-PCR tradicional por
sobre el realizado en el equipo Light Cycler, para el diagndstico desde muestras
naturalmente infectadas, ya que la sensibilidad del método tradicional es mayor y el
costo es menor.

Por otro lado, con el fin de evaluar el lugar en el plantel mas susceptible de
infeccién por PRRSV, se realizaron muestreos de maternidad (sitio I), recria (sitio II) y
engorda (sitio IIT). Los resultados obtenidos indican que en los sitios de engorda es mas
frecuente encontrar el virus por RT-PCR. La mayoria de los planteles tienen
contaminada solo la engorda. Sin embargo, hay unos pocos planteles que tienen los 3
sitios contaminados y otros recria y engorda, lo que no se esperaba que ocurriera en
Chile, dificultando los planes de erradicacion.

TABLA 3
Edad

ELISA Light Cycler |RT-PCR| Muestra (dias) Etapa
Positivo Negativo  [Negativo|  Sangre 1 lechones
Positivo Negativo | Negativo Sangre 1 lechones
Positivo Negativo | Positivo Sangre 1 lechones
Positivo Positivo Positivo Sangre 1 lechones
Positivo Positivo Positivo Sangre 1 lechones
Positivo Negativo | Positivo Sangre 1 lechones
Positivo Positivo Positivo Sangre 1 lechones
Positivo Positivo Positivo Sangre 1 lechones
Positivo Positivo Positivo Sangre 1 lechones
Positivo Negativo | Positivo Sangre 1 lechones
Positivo Negativo | Negativo Suero 21 Recria
Positivo Negativo | Negativo Sangre 21 Recria
Positivo Negativo  |Negativo Suero 31 Recria
Positivo Negativo | Negativo Sangre 31 Recria
Positivo Negativo | Negativo Suero 35 Recria
Negativo Negativo | Positivo Sangre 36 Recria
Positivo Negativo | Negativo Suero 41 Recria
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Positivo Negativo | Negativo Sangre 41 Recria
Negativo Positivo Positivo Sangre 42 Recria
Negativo Negativo | Positivo Sangre 46 Recria
Negativo Positivo Positivo Sangre 46 Recria
Positivo Negativo Negativo Suero 50 Recria
Positivo Negativo Negativo Suero 50 Recria
Positivo Negativo Negativo |Sangre y suero 56 Recria
Positivo Negativo Positivo |Sangre y suero 56 Recria
Positivo Negativo Negativo |Sangre y suero 56 Recria
Positivo Negativo Negativo Suero 60 Recria
Negativo Negativo Negativo Suero 61 Recria
Negativo Negativo Negativo Sangre 61 Recria
Positivo Positivo Positivo |Sangre y suero 63 Recria
Positivo Negativo Negativo |Sangre y suero 63 Recria
Positivo Negativo Negativo |Sangre y suero 63 Recria
Positivo Negativo Negativo |Sangre y suero 63 Recria
Positivo Negativo Negativo |Sangre y suero 63 Recria
Positivo Negativo Negativo Sangre 65 Recria
Positivo Negativo Positivo Sangre 65 Recria
Positivo Positivo Positivo Sangre 65 Recria
Positivo Positivo Positivo Sangre 65 Recria
Positivo Negativo Negativo Suero 66 Recria
Positivo Negativo Negativo Sangre 66 Recria
Positivo Negativo Negativo Sangre 101 Engorda
Positivo Negativo Positivo Sangre 101 Engorda
Positivo Positivo Positivo Sangre 101 Engorda
Positivo Positivo Positivo Sangre 101 Engorda
Positivo Positivo Positivo Sangre 101 Engorda
Positivo Negativo Positivo Sangre 101 Engorda
Positivo Negativo Negativo Sangre 101 Engorda
Positivo Positivo Positivo Suero 103 Engorda
Positivo Negativo Negativo Suero 103 Engorda
Positivo Positivo Positivo Suero 103 Engorda
Positivo Negativo Positivo Suero 103 Engorda
Positivo Positivo Positivo Suero 103 Engorda
Positivo Negativo Negativo Suero 110 Engorda
Positivo Positivo Positivo Suero 110 Engorda
Positivo Positivo Positivo Suero 110 Engorda
Positivo Negativo Negativo Suero 110 Engorda
Positivo Positivo Positivo Sangre 153 Engorda
Positivo Negativo Negativo Sangre 153 Engorda
Positivo Negativo Negativo Sangre 153 Engorda
Positivo Negativo Negativo Sangre 153 Engorda
Positivo Negativo Negativo Suero 158 Engorda
Positivo Negativo Negativo Suero 158 Engorda
Positivo Negativo Negativo Suero 159 Engorda
Positivo Negativo Negativo Suero 159 Engorda
Positivo Negativo Negativo Suero 189 Engorda
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3.4.5 Resultado 5

Finalmente, los resultados obtenidos en el estudio de la cinética de infeccion y
respuesta inmune en cerdos provenientes de planteles naturalmente infectados mediante
los métodos de PCR desarrollados y ELISA, que se resumen en la tabla4, indican que
al inicio de la infeccién el RT-PCR es mas certero como método de diagndstico,
mientras que, al final de la infeccion el ELISA resulta un mejor indicador de la
infeccion viral. El hecho de detectar PRRSV al inicio de la infeccion por RT PCR y no
por ELISA, es ldgico, puesto que en ese momento de la infeccion hay gran produccion
de virus y ain se esta iniciado la respuesta inmune. Luego, hay una competencia entre la
prod uccion viral y la respuesta inmune que intentara neutralizar el virus, obteniendose
una respuesta positiva con ambos métodos. Finalmente, la respuesta inmune neutraliza
el virus, desapareciendo este del torrente sanguineo y dando RT-PCR negativo.
Actualmente, sin embargo, se ha descrito también, que en algunos casos la respuesta
inmune de los cerdos que son reinfectados con la misma cepa viral no aumenta, dando
ELISA negativos, mientras que dan RT-PCR positivos, porque el virus esta circulando
en la sangre. Esto puede ocurrir precisamente en los cerdos de engorda, los que por su
edad tienen mayor probabilidad de reinfectarse en el plantel y con el mismo virus. En
estos casos ha ocurrido que por ELISA se ha sugerido que el plantel esta libre de virus,
ocurriendo posteriormente brotes de la enfermedad. Estos hallazgos nuevamente apoyan
la sugerencia de utilizar ambas técnicas de diagnostico como complementarias.

TABLA 4

Dia muestreo entrada a | ELISA RT-PCR
engorda

Dia 7 2/3 positivos 3/3 positivos
Dia 14 3/3 positivos 3/3 positivos
Dia 21 3/3 positivos 3/3 positivos
Dia 28 3/3 positivos 2/3 positivos
Dia 35 3/3 positivos 0/3 positivos

3.4.6 Resultado 6
Genotipificacion

Como actividad no contemplada en el proyecto se realizé la genotipificacién de todos
los aislados obtenidos en los planteles chilenos. En la figura 2 se muestra una
comparacion entre los aislados chilenos respecto a la cepa americana, canadiense y
europea. utilizando las secuencias obtenidas. Se puede observar una gran cercania entre
las cepas chilenas y a su vez, estas cepas chilenas son muy semejantes a la cepa
americana y canadiense.
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3.4.7 Resultado 7: INCRUSTAR

Ademas, se desarrollaron métodos de diagnostico para la deteccion de PRRSV en
moscas, heces y alimento, con el fin de disponer de una herramienta para monitorear
posibles fuentes de contaminacion. Los resultados mostraron productos positivos en
heces y moscas. Anteriormente se habia descrito que las heces podia ser una posible
fuente de contaminacion del virus y recientemente se demostrd que las moscas pueden
ser un vector importante que transmite el virus desde un plantel a otro.

3.5 Fichas técnicas, analisis econéomico y analisis de las perspectivas del

proyecto.

En este punto podemos comentar que se desarrolld una herramienta molecular que
esta siendo utilizada en el sistema productivo con fines diagnésticos, que tiene un precio
razonable, totalmente competitivo a nivel mundial, incluso de menor costo debido a que
se realiza “in house”. Que los productores estan obligados a utilizarla en el caso del
chequeo del semen, ya que para este tipo de muestras no sirve el ELISA. Esta es una
metodologia que pretendemos optimizar para dar un servicio mas completo a futuro.
Ademds, tenemos la posibilidad de desarrollar y aplicar tecnologia molecular al
diagnostico de otros patégenos de importancia productiva en el futuro préximo.

3.6 Problemas enfrentados durante la ejecuciéon del proyecto.

No hubo problemas significativos.
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3.7 Difusion de los resultados obtenidos.

( Adjuntando las publicaciones realizadas en el marco del proyecto o sobre la base de
los resultados obtenidos, el material de difusion preparado y/o distribuido, las charlas,
presentaciones y otras actividades similares ejecutadas durante la ejecucion del

proyecto).

La difusion que se ha realizado de los resultados obtenidos durante el proyecto estd

relacionada con los datos entregados a la Asociacion de Productores de Cerdos
(ASPROCER), el SAG y los asesores técnicos (Dr. Fernando Osorio y Dr. Steve Henry)
del programa de erradicacion de PRRSV, quienes han complementado sus estudios, con
la deteccion molecular del virus mediante la técnica de RT-PCR desarrollada en
DIAGNOTEC S.A., tanto en suero, sangre como semen. Ademas, de los estudios de
variabilidad genética de PRRSV llevados a cabo mediante la genotipificacion de los
distintos aislados, que les han permitido realizar estudios epidemioldgicos de este virus.
Estos resultados han sido expuestos a los productores de cerdos y al SAG en al menos 3
seminarios realizados por ASPROCER durante el curso del proyecto.
Para finalizar con las actividades de difusion, queda pendiente la realizacion de una
charla que dard a conocer todos los avances y alcances de los resultados obtenidos en
este proyecto. Esta tendra lugar el dia 1 de octubre en el hotel Santiago Park Plaza y
estara dirigida a los productores de cerdos, veterinarios del 4rea y funcionarios del SAG
relacionados con el tema.

3.8 Calendario de ejecucién (programado, real) y cuadro resumen de costos

(programados, efectivos) del proyecto.

3.8.1 Calendario de ejecucion

Ver archivo adjunto : Carta Gantt programada/efectiva
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3.8.2 Cuadro resumen de Costos

FIA
APORTES GASTOS SALDO SALDO
INFORMES FECHAS REALIZADOS| REALIZADOS ACUMULADO
1|Enero-Marzo 2002 0 0 0 0
2|Marzo-Junio 2002 16.562.333 13.372.930 3.189.403 3.189.403
3|Julio-Octubre 2002 0 9.354.017| -9.354.017 -6.164.614
4|Noviembre- Abril 2003 18.369.133 12.423.108 5.946.025 -218.589
5[Mayo-Septiembre 2003 9.395.360 11.325.405[ -1.930.045 -2.148.634
6|Octubre-Abril 2004 19.103.900 15.279.563 3.824.337 1.675.703
7[Mayo-Julio 2004 2.442.794 8.108.423| -5.665.629 -3.989.926
TOTAL 65.873.520 69.863.446| -3.989.926
APORTE
SOLICITADO
() 69.944.842
SALDO
(Solicitado -
Realizado) 81.395
SALDO
(Aportes -
Gastos) -3.989.926
* No considera equipos
DIAGNOTEC
APORTES GASTOS SALDO SALDO
INFORMES FECHAS REALIZADOS| REALIZADOS ACUMULADO
1|Enero-Marzo 2002 1.910.773 2.722.983 -812.210 -812.210
2[Marzo-Junio 2002 5.057.561 3.724.692 1.332.869 520.659
3[Julio-Octubre 2002 6.278.991 5.923.995 354.996 875.655
4[Noviembre- Abril 2003 9.606.650 9.746.605 -139.955 735.700
5[Mayo-Septiembre 2003 9.669.805 8.031.798 1.638.007 2.373.707
6|Octubre-Abril 2004 12.369.607 10.746.685 1.622.922 3.996.629
7[Mayo-Julio 2004 3.943.801 7.940.430| -3.996.629 0
TOTAL 48.837.188 48.837.188 0
APORTE
SOLICITADO 51.089.350
SALDO POR
RENDIR
(Solicitado -
Realizado)(*) 2.252.162
SALDO
(Aportes -
Gastos) 0

* este saldo esta pendiente,es el gasto destinado a la actividad de difusion,
la cual se realizara la primera semana de octubre
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3.9 Impactos del proyecto.

(Descripcion y cuantificacion de los impactos obtenidos, y estimacion de lograr otros
en el futuro, comparacion con los esperados, y razones que explican las discrepancias.)

3.9.1 Impacto econémico del proyecto

3.9.1.1 Mercado Objetivo

Diagnotec busca crear valor en la industria porcina, en particular a las empresas
productoras de cerdo de consumo a nivel nacional y al sector de compaiiias
proveedoras de genética en cerdos a nivel internacional. El objetivo es incorporar
productos de diagndstico que permitan detectar virus que afectan fuertemente a nivel
productivo, de modo de reducir la diseminacion y por ende, las tasas de mortalidad y/o
efectos a nivel de performance productivo, permitiendo asi aumentar la productividad y
generar impactos a nivel global.

Chile en los ultimos cinco afios ha aumentado sus exportaciones de cerdo
considerablemente. Actualmente se han constituido como uno de los pocos rubros con
una alta dindmica dentro de la actividad agropecuaria del pais.. Es importante
mencionar, que la industria porcina ha realizado inversiones en los tltimos cuatro afios
por montos superiores a los 250 millones de doélares, logrando asi un alto nivel
tecnoldgico y de eficiencia productiva.

Existen tres factores principales que han influido en el incremento de las
exportaciones nacionales, los cuales son:

a) Bajos costos de produccion.

Chile ha sido capaz de producir cerdo a costos inferiores a la mayoria de sus
competidores. Por ejemplo; La Union Europea (EU) y China presentan costos
superiores a un délar por kilo, EEUU alcanza valores de 0,77 d6lares por kilo, mientras
que Chile ha logrado un costo de 0,7 délares por kilo. (L.Roppa, Pig Progress 17:2.
2001)

b) Superficie disponible.

Chile presenta grandes extensiones cultivables que le permiten hacer un manejo
racional de los desechos, mediante su uso como fertilizante. No obstante paises
europeos no tienen posibilidad de expansion para aumentar su produccion, ya que no
cuentan con terrenos suficientes para ello. A modo de ejemplo: En Europa la densidad
de cerdos por km2 corresponde a 36,8 en tanto que en sudamérica tan sélo llega a 3,4
cerdos por km2 (L.Roppa, 2000. Pig Progress 17:2. 2001). Cabe destacar que
Dinamarca, uno de los principales productores europeos de cerdos ha presentado un
serio problema de manejo ambiental (producto del reducido tamafio de su territorio),
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con la disposicion final de los residuos provenientes tanto de la produccion (purines),
como del faenamiento de cerdos (riles y residuos solidos).

Por este motivo, las politicas gubernamentales se han orientado a desincentivar la
produccién, con el proposito de reducir la contaminacion ambiental, impidiendo
aumentar sus niveles actuales de produccion.

¢) Condicion sanitaria.

Chile tiene la fortaleza de que es un pais libre de Fiebre Aftosa y en 1998 se declaré
también libre de Peste Porcina Clasica, lo que le ha abierto grandes posibilidades de
colocar sus productos en mercados importantes. En la actualidad sus condiciones
sanitarias lo han ubicado en una situacion privilegiada para abrirse camino a Hong
Kong, China y Corea ademés de Japén. En efecto, hasta hace muy poco tiempo
practicamente un 40% del consumo de carne de esos paises era importado desde Taiwan
y a raiz de un brote de Fiebre Aftosa en ese pais, ocurrida a mediados de 1997, se
suspendieron las importaciones, lo que ha potenciado el ingreso de carne de cerdo
nacional. Ademds, se debe agregar el efecto adverso que ha producido en la imagen de
Europa, la presencia de la Peste Porcina Clasica, que en 1997 y 1998 afectd
especialmente a Holanda y Espafla y en menor medida a Alemania, Italia, Bélgica y la
Republica Checa. Los brotes de estas enfermedades que han ocurrido en paises
productores, han aumentado la demanda por carne de cerdo a otros paises productores,
lo que favorece notablemente a la industria porcina nacional, especialmente si logra
mantener o mejorar su estatus sanitario.

Sin embargo, Chile no ha estado excento del ingreso de enfermedades de relevancia
a nivel mundial. El afio 2000 el SAG notificd oficialmente la presencia del virus PRRS
(De acuerdo a los datos recogidos por el SAG durante el chequeo que realizé durante el
afio 2000, se sefial6 que de un total de 135.000 hembras existentes a nivel nacional,
28.000 resultaron seropositivas al virus PRRS, lo que indica que aproximadamente un
21% de los planteles presentaron el problema.), patdgeno que era considerado en Chile
de caracter exdtico, el cual causa graves consecuencias a nivel productivo, pudiendo
afectar notoriamente la competitividad de la industria porcina nacional en el mercado de
carne de cerdo de exportacion. Existen numerosos estudios han llegado a determinar
respecto a que el virus PRRS puede ocasionar en un lapso de 12 meses pérdidas entre
un 10 a un 15%.

Tomando en cuenta los antecedentes mencionados anteriormente, el sector
productivo, representado por su Asociacion (ASPROCER) decidié el afio 2001 tomar
un rol activo frente este desafio y junto con el SAG, decidieron iniciar un Programa de
Erradicacion del virus PRRS de modo de erradicar el virus del pais, al igual como se
logré con la Fiebre Aftosa y la Peste Porcina Clasica, con el fin de mantener el estatus
sanitario privilegiado que han tenido hasta el momento.

Diagnotec desde el afio 2002 comenz6 a apoyar al Programa de Erradicaciéon de
PRRSV mediante la incorporaciéon de técnicas moleculares complementarias al
diagnostico de PRRSV. Para nuestro pais ha sido fundamental la informacién que
Diagnotec ha logrado recoger, ya que se ha podido determinar mediante
genotipificacion qué cepa de virus esta presente en nuestro pais, lo cual anteriormente
era una incognita y asi determinar de donde provino el virus. Ademas se ha podido
chequear las muestras de semen , muestras que s6lo puede ser chequeada mediante el
uso de PCR, esto ha sido de gran utilidad para los empresas productoras, ya que han
podido monitorear sus verracos reproductores y tomar las medidas necesarias para
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evitar la diseminacion en sus planteles, este chequeo es de gran relevancia si se
considera que un verraco es cruzado con 20 cerdas por via natural y alcanza mediante
Inseminacién Artificial (IA) en promedio a 120 cerdas.

El sector porcino nacional estd compuesto por dos grandes categorias de
productores: una es de los grandes productores compuesto por seis empresas que
constituyen aproximadamente el 65% del sector, liderando AgroSuper con 70.000
hembras y las cinco restantes con planteles entre las 2.500 a 10.000 madres . El 35%
restante estd compuesto por alrededor de 80 empresas medianas y pequefias que van
desde planteles compuestos por 50 a 2.500 madres, lo cual siginifican 170.000 hembras
en total a nivel nacional.

La implementacion de técnicas moleculares de diagndstico como complemento al
Programa de erradicacidon ha sido fundamental ya que ha permitido complementar la
informacion epidemioldgica obtenida con las técnicas serologicas (ELISA) y asi las
decisiones han sido mas acertadas. Este servicio naciente comenzé siendo ofrecido a los
productores para monitero a partir de muestras de suero y/o sangre , pero con el correr
del tiempo, fue necesario incorporar al monitoreo la deteccion del virus PRRS en cerdos
reproductores a partir de semen. La razén de ello, es que al dia de hoy no existen
técnicas que permitan la deteccion del virus desde semen. La implementacién de este
diagndstico fue muy eficiente, dado el expertise que se ha ganado en el diagnostico en
salmones. Més aun la experiencia en salmones del “screening de reproductores” nos
facilitd la comprension de que ese punto es igualmente critico en la produccion de
cerdos, pero que a diferencia de la produccion de salmones, en la industria porcina el
material de reproducciéon no es producido en la misma empresa , sino que existen
empresas proveedoras de genética, las cuales poseen incorporado dentro de sus manejos
el chequeo de su semen o cerdos para la venta como reproductor. Es asi como
Diagnotec pudo detectar una necesidad no cubierta completamente en el mercado
internacional, a nivel de las empresas dedicadas a proveer genética de cerdos; estas
empresas multinacionales venden cerdos reproductores seleccionados y/o semen
seleccionado para IA.

A nivel nacional, estd desarrollado fundamentalemente el mercado de cerdos para
consumo, pero en norteamérica el mercado de cerdos de genética es un mercado muy
importante, el cual se le exige vender semen certificado sanitariamente para poder llegar
a sus clientes.

Diagnotec pretende alcanzar esos mercados internacionales, no obstante para
lograrlo, se hace necesario lograr desarrollar una plataforma tecnoldgica en formato de
KIT, de modo de poder escalar a esos mercados con estos productos de diagndstico
.Para ello, Diagnotec ha tomado contacto con una empresa alemana, con la cual esta
desarrollando un proyecto colaborativo para poder llevar la tecnologia desarrollada en el
proyecto a formato de Kit .

Para comprender la magnitud de ese nicho de mercado, es importante mencionar
que a nivel americano, las hembras existentes en produccion consisten en 5,5 millones,
si se considera que Chile cuenta con 170.000 hembras, significa que es un mercado 32
veces mayor. En Chile la introduccion de las técnicas moleculares para la deteccion del
virus PRRSV en la industria local ha significado la realizacion por parte de Diagnotec
desde el afio 2003 a la fecha de 1.800 analisis de PRRSV ,lo cual ha significado
ingresos por $25.000.000 , estos analisis corresponden a un 1,26% del total de hembras,
si consideramos alcanzable este nivel de analisis al comienzo de la introduccién del
servicio, significaria un total de andlisis iniciales de 65.340 en este segmento del
mercado. Si se considera que cada analisis cuesta 20 USS$ significaria un ingreso inicial
en el mercado de productores de cerdo de consumo de US$ 1.306.800. No obstante,
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este mercado presenta ciertas limitaciones dado que los productores en general no
cuentan con instalaciones de laboratorio, por lo que habria que desarrollar el servicio a
nivel internacional, punto que no hemos incorporado en la evaluacién, ya que hemos
dirigido fundamentalmente el negocio a la venta de kit y no del servicio a nivel
internacional. Por esto el segmento de mercado que posee instalaciones para utilizar los
kits actualmente, es el segmento de las empresas proveedoras de genética. Este sector
presenta ventas en norteamérica de 1 bn USS$, estas empresas requieren el chequeo
continuo semanalmente de sus cerdos y/o semen. Los chequeos son realizados
obligatoriamente para evaluar factores productivos y sanitarios y asi poder controlar la
calidad del semen y/o los cerdos vendidos. Dentro de este chequeo sanitario, la ausencia
de enfermedadas de transmicién vertical es un punto fundamental, y dentro de los virus
que se transmiten por esta via, el virus PRRS es uno de los mas relevantes, por ende los
cerdos son chequeados continuamente mediante técnicas diagndsticas, pero ya que para
la muestra de semen, no hay mas opcion que los métodos moleculares, se hace evidente
la necesidad y la existencia de un mercado latente por estos métodos moleculares de
diagnéstico.

Estas empresas destinan anualmente aproximadamente un 3,33% de sus ingresos al
chequeo del status sanitario de PRRSV de sus cerdos. Considerando que el mercado
consiste en 1,1 USS$ billones, el mercado potencial para el diagnostico de PRRSV es de
US$ 36,667 millones (ver detalle en ev. Economica). Mas aun si se considera que el
mercado norteamericano de empresa de genéticas de cerdos es un mercado muy
consolidado, en donde el 60% esta en manos de seis grandes empresas, es un segmento
mas facil y accesible de abordar, motivo por el cual se considerard este ultimo
segmento para la evaluacidon econémica.

Actualmente , estas empresas derivan sus muestras a centros de diagndstico
asociados a universidades (AMES; Univ. Iowa, Univ. Nebraska) para realizar el
diagnostico de PRRSV a partir de semen. Con este proyecto se pretende que las propias
empresas incorporen la deteccion dentro de sus laboratorios, ya que el kit a desarrollar
considera una plataforma simple de uso masivo y a un precio conveniente para poder ser
incorporada dentro de sus propias instalaciones de laboratorio de control de calidad.

3.9.1.2 Caracterizaciéon del Entorno Competidor.

En relacion a los kit a desarrollar, al dia de hoy en le mercado del cerdo no hay kit
moleculares comercialmente disponibles, sin embargo, en el sector porcino existen
esfuerzos en una universidad americana en desarrollar un producto de diagndstico
molecular para la deteccion del virus PRRSV. Diagnotec tuvo la posibilidad de conocer
esta tecnologia en el curso del afio pasado, lo cual fue de gran utilidad ya que presenta
ciertas desventajas frente a la tecnologia que estamos proponiendo en nuestro proyecto,
tales como el precio al cuales ellos tienen estimado alcanzar es aproximadamente 35
USS, precio muy superior al que nosotros podriamos lograr por patégeno(aprox. 20 US
), ademas la plataforma tecnoldgica en la cual estan desarrollando el kit es un sistema
muy delicado lo cual hace dificil su operatividad a nivel masivo. El conocimiento de
estas caracteristicas nos ha permitido aventajarnos técnicamente, no obstante es de gran
relevancia para efectos de participacion de mercado, lograr llegar antes que las
tecnologias que estas siendo desarrolladas. Esto permitira introducir la innovacién de
manera mas expedita y la participacion de mercado puede ser mucho mayor . Por lo
tanto para Diagnotec es crucial el tiempo que tarde en llegar al mercado porcino, ya que
significard mayores participaciones del mercado .
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3.9.1.3 Negocios Esperados de los Productos a Desarrollar.

El negocio visualizado en se puede dividir en dos instancias, uno es la entrega del
servicio de diagnostico mediante el uso de la tecnologia a desarrollar a nivel local y por
otro lado, el negocio a nivel internacional se visualiza mediante la comercializacién de
los kits al extranjero, ya que dado que el desarrollo propuesto es una necesidad real a
nivel de productores de cerdos y empresas proveedoras de genética en cerdos, seria muy
bien aceptado por los otros paises, principalmente (EEUU y Canadd) para el kit de
cerdos.

Es importante destacar que el kit tiene la ventaja de ser facilmente modificado y/o
ajustado de acuerdo a las necesidades puntuales de los potenciales usuarios. En relacion
a la venta y comercializacion hay que definir cual seria la figura comercial mas
adecuada para ello, en donde esta primera etapa de prospeccion, debiese finalizar con el
tipo de figura comercial requerida para lograr la incorporacion de estos kit a nivel
internacional (alianza comercial , joint venture, spin off, etc)

Respecto al mercado nacional, se continuara a través de la comercializaciéon de
Diagnotec principalmente, ya que se posee know-how del mercado.

En relacion al mercado porcino norteamericano se pretende establecer contacto en
primer término con las empresas de genética ya que debido a que actualmente requieren
este tipo de herramientas diagndsticas para semen hace sentido comenzar con este
segmento del mercado y luego una vez penetrado comenzar a nivel del mercado de
productores que esta bastante atomizado respecto a las empresas de genética. Diagnotec
posee contacto con la Gerencia de PIC andina , la empresa lider de genética a nivel
mundial (posee el 35% del mercado americano), estos contactos sumado a otros que se
estan estableciendo en el mercado canadiense nos permitird poder establecer los
contactos requeridos para ofrecer los kit desarrollados.

Se estima que la participacion en el mercado americano consistird en un 1% el afio
2007 alcanzando al afio 2015 un 10%. (ver detalle en memoria de célculo)
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3.9.1.4 Memoria de Calculo

Inversiones proyecto productivo

Afio 2007 2009

Lector biochip+software b 24.000.000 | $24.000.000
Termociclador ) 6.000.000 [ $ 6.000.000
maquina hielo -

camara geles b 1.000.000 | $ 1.000.000
espectrofotometro 1.500.000

computadores p 1.500.000

centrifuga refrigerada 3.500.000

fuente poder $ 1.000.000 | $ 1.000.000
TOTAL $ 38.500.000 | $ 32.000.000

Gastos proyecto productivo

Costo Mano Obra

EL costo mensual de mano obra corresponde a $2.000.000, se asumid a partir del
ano 2005 ,un aumento del 10% hasta el afio 2009. El detalle de este costo consiste
en : 1 Subgerente Comercial $ 1.400.000 , 4 Tecnicos : $400.000 c/u, Los tecnicos
se dedicaran a esta area en un 50% del tiempo. lo que significa un costo mensual de
:1.200.000+ (400.000*4*0,5): $ 2.000.000

Costo fijo personal contratado

}

Costo fijos en comunicacion

Se cargara a esta nueva actividad el 3 % en gastos de comunicacion, respecto al

costo de Personal

Costos fijos de personal en adm.

Se cargara a esta nueva actividad el 2% en gastos de comunicacion, respecto al
costo del personal

Gastos generales de prod. variable

Se aconsidera gastos generales todos los costos de servicio a produccién , mano
de obra directa e indirecta y esta en funcion a la productividad ya que la empresa
produce otros servicios . Los gastos generales se proyectan en $1.000.000 por}
cada $50.000.000 en ventas

Gastos de Comercializacion

Los gastos comerciales se proyectan en un 3% del volumen de venta, destinado al

marketing y comercializacion

Pago Royaltie

Se asumié un pago de Royalty a Roche del 2,5% de las ventas, por usar su

tecnologia de PCR

Gasto Patente

Se considerd un monto de $60.000.000 para patentar en los mercados de interés.
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3.9.1.5 Flujo de Caja Proyectado

Ver archivo adjunto. FLUJO DE CAJA BIOT-01-024

3.9.2 Antecedentes sobre el numero y tipo de usuarios que actual y periédicamente
solicita los servicios de diagnéstico del virus prrs.

Los usuarios que actual y periédicamente solicitan los servicios de diagnostico del
virus PRRS a Diagnotec S.A. corresponden a las empresas productoras de cerdos que han
tenido alguna vez un resultado positivo a PRRSV y aquellas empresas que tienen alguna
sospecha de la presencia del virus (Son aproximadamente una docena de empresas). En la
practica ellas representan a la totalidad de las empresas productoras de cerdos, ya que es
la Asociacion de Productores de Cerdos (ASPROCER ) la que recoge y envia las
muestras segun los resultados que obtengan del plan de monitoreo del virus.

El diagnostico continuo del virus PRRS en cerdos de las distintas areas de los
planteles que han sido positivos al virus y en el semen de los verracos permite tener un
control de la presencia, de la reaparicion y de la erradicacién del virus. Asimismo, la
genotipificacion permite conocer desde donde proviene la infeccion. En cuanto al plan de
erradicacion y segun fuentes de Asprocer, dado los resultados alcanzados a la fecha, se
espera que éste concluya este afio.

3.9.3 Antecedentes sobre las nuevas capacidades cientificas, técnicas y
profesionales que se han generado gracias al proyecto

Las capacidades cientificas, técnicas y profesionales que se han generado gracias al
proyecto son: por una parte, el disefio y optimizacion de un método de diagndstico para el
virus PRRSV mediante la capacitacion y colaboracion de tres estudiantes en practica de
la carrera de bioquimica y/o de ingenieria en bioquimica por afio de proyecto. Por otra
parte, se contratd una bioquimica doctor en microbiologia y una ingeniero en
biotecnologia para hacerse cargo de la optimizacion del nuevo servicio, patentacién y la
exportacion de €él. Esto implica un fuerte crecimiento de la empresa no sélo en cuanto al
aumento de personal, sino que en la proyeccién de exportacion de un producto que
considere el diagndstico de PRRSV.
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Las herramientas de diagnéstico molecular desarrolladas en este proyecto para la
deteccion del virus PRRS permiten identificar al virus en cerdos vivos y faenados, en
elementos contaminantes como moscas, heces y alimento, es decir, se abarco una serie de
aspectos que no estaban contemplados en el proyecto original, con el proposito de lograr
realmente el desarrollo tecnoldgico requerido para erradicar y mantener monitoreado el
virus por siempre. También se realizaron los estudios de genotipificacion viral, con el fin
de conocer el origen de las cepas chilenas y su variacion genética, de modo de, tener
también una herramienta de estudio epidemioldgico.

Creemos que DIAGNOTEC S.A. demostré que posee la capacidad de entregar el
apoyo tecnoldgico que el sector productivo requiere para realizar un control sanitario
eficiente, tanto a través del desarrollo de técnicas como del servicio de diagndstico.

3.10 Conclusiones y Recomendaciones

1- Se desarrolld y se aplicé en los planteles de cerdos chilenos, un método de diagndstico
molecular basado en RT-PCR para la deteccion del virus PRRS a partir de muestras de
sangre, suero, semen, amigdalas, pulmon, nédulos broquiales, térula nasal, moscas, heces
y alimento de cerdos. Por lo tanto, en la actualidad se cuenta

con las herramientas diagndsticas (ELISA y RT-PCR) que permiten realizar un
diagnostico certero. Herramientas que son complementarias en el caso de utilizar suero
como muestra.

2-El diagnéstico de PRRSV en semen de verracos es una herramienta indispensable para
mantener estos individuos libres de virus en el tiempo.

3-La deteccion de PRRSV en moscas, hevces y alimento permite identificar vectores y
fuentes de contaminacién viral.

4-En Chile se encuentran cerdos de todas las edades infectados con virus PRRS, desde 1
dia a 189 dias de edad y en todos los sitios de los planteles (sitio I o maternidad, I o
recria y III o engorda), aunque es mas frecuente encontrar los sitios de engorda infectados
que los sitios I y II.

5-En algunos cerdos de recria y engorda no se observa respuesta inmune hacia el virus,
sin embargo, se detecta el virus en la sangre. Esto se puede deber a que el cerdo atn esta
iniciando el proceso de generar anticuerpos contra el virus, lo que ird aumentando
exponencialmente y como consecuencia de esto el virus ira disminuyendo.

6-Se obtienen resultados que indican cerdos positivos al ELISA, pero negativos al RT-
PCR, lo que puede ser producto de la neutralizacién de la infeccién viral.. Algunos de
estos ELISA positivos corresponden a positivos muy débiles que tampoco fueron
confirmados por IFAT, lo que podria indicar que se trata de un falso negativo.
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7-De los resultados se desprende que el RT-PCR automatizado es menos sensible que el
tradicional. Esto se debe a que el Light Cycler requiere de un 4cido nucleico puro para
tener un rendimiento Optimo, lo que es dificil de obtener desde muestras naturales,
especialmente cuando el virus estd en muy pocas copias en el tejido infectado. También
el costo del analisis automatizado es mayor , por lo que el diagndstico molecular
tradicional es mas accequible al productor.

8-Los estudios de genotipificacion indican que los aislados chilenos son semejantes entre
si y con la cepa americana, lo que indica que probablemente el virus se introdujo desde
material contaminado que provenia de norteamerica Este estudio ha permitido sugerir
también, que dentro de Chile la posible fuente de contaminacién viral, en la mayoria de
los casos ha estado relacionado con errores en el manejo sanitario del plantel infectado.

3.11 Otros aspectos de interés

Creemos que es importante destacar que la aplicacion de los métodos de diagnéstico
desarrollados por DIAGNOTEC S.A. durante este proyecto, han permitido realizar con
exito los planes de erradicacion de PRRSV propuestos por ASPROCER vy el SAG. Los
asesores extranjeros han manifestado que el apoyo tecnolégico de DIAGNOTEC S.A. ha
sido de gran importancia para llevar a cabo los planes de erradicacion
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