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RESUMEN

Comprenderla transmision del virus de la peste porcina afri-
cana (PPA) en una poblacién es esencial en las estrategias
para minimizar la propagacién del virus durante un brote.
Elvirus de la peste porcina africana puede sobrevivir durante
periodos prolongados en productos animales, en caddveres
y en el medio ambiente. Estudios recientes han demostrado
que el jabali muestra interés en los caddveres animales en una
etapa avanzada de descomposicién, al igual que en el suelo
donde alguna vez estuvieron los restos de un jabali.

Si bien se han encontrado dcidos nucleicos de PPA en el
medio ambiente alrededor de las granjas infectadas, los datos
sobre la supervivencia del virus en el suelo son escasos. Se
investigaron diferentes matrices de suelo enriquecidas con
sangre positiva de jabalies infectados con PPA para ver si el
virus podia permanecer viable en el suelo debajo de los cadd-
veres infectados. Ademds, se probaron diferentes estrategias
de mitigacién que podrian usarse en las regiones afectadas.
Como se esperaba, la deteccién del genoma del virus de la
PPA fue posible durante todo el rango de dias de muestreo.
El pH, la estructura y la temperatura ambiente del suelo
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desempefiaron un papel importante en la estabilidad del
virus de la PPA. Este virus se observé en muestras pro-
cedentes de arena estéril durante al menos tres semanas,
y de arena de playa ordinaria durante dos semanas. En el
suelo del jardin, se encontré el virus durante una semana
y en el suelo de un drea pantanosa durante tres dias, pero
desapareci6 de dos suelos forestales dcidos. Todos los ex-
perimentos de mitigacién de riesgos con dcido citrico o
hidréxidodecalciodieroncomoresultadounainactivacién
completa en nuestra configuracién experimental.

En conclusién, la estabilidad del virus de la peste porcina
africana es pricticamente inexistente en suelos forestales,
pero bastante alta en suelos arenosos, como las playas. Sin
embargo, dada la alta variabilidad, se debe considerar el
tratamiento con desinfectantes de los puntos de recogida
de cadéveres para una reduccién adicional del riesgo. A este
respecto, deben tenerse en cuenta la naturaleza biocida y la
seguridad en el trabajo.

Palabras clave: virus de la peste porcina africana (PPA),
estabilidad, suelo, desinfeccién, mitigacién de risgos.

INTRODUCCION

En la dltima década, la peste porcina africana (PPA) ha
alcanzado una propagacién geogrifica sin precedentes que
afectaalos jabalies y los cerdos domésticos en gran parte de
Europa y Asia, asi como en varias zonas de Africa (Dixon et
al., 2020). La enfermedad notificable de los suidos puede ir
acompafiadade signos de fiebre hemorrédgicaviralen cerdos
domésticosyjabalies euroasidticos (Sadnchez-Vizcainoet al.,
2015). El virus se transmite directamente entre el cerdo
infectado y el jabali por via oro-nasal e, indirectamente,
por ingestion de carne contaminada. También puede ser
transmitidaporvectorescompetentes;esdecir,garrapatasdel
género Ornithodoros. Desempefan un papel importante en
Africa,perosoloenunas pocasreas fuerade este continente
(Costard et al., 2013). A pesar de su rango limitado de hos-
pedadores y su potencial zoonético inexistente, el impacto
socioeconémico es alto (Gallardo et al., 2015). Durante los
primeros afios delaepidemiaactual,que comenzé en Geor-



gia en 2007, las infecciones se observaron principalmente

en granjas de cerdos con bioseguridad generalmente bajay
con un contagio incidental a la poblacién de jabalies. Sin
embargo,enlaUElainfeccién sobrevivié enla poblacién de
jabaliesindependientemente delosbrotesencerdosdomés-
ticos (Chenaisetal.,2019).Paralatransmisiénentrejabalies,
parecen jugar un papel crucial los caddveres y el hdbitat
contaminado, junto con los humanos, como propagadores
de larga distancia (Chenais et al., 2019).

Hasta ahora, solo hay unos pocos casos en el brote europeo
actual en los que la enfermedad fue completamente erradi-
cada de la poblacién de jabalies de un pais. Un caso es el de
la Republica Checa, donde las medidas de control aplicadas
con éxito se utilizan alli como guia para los esfuerzos en cur-
so en otros lugares (Dixon et al., 2020). El otro caso es el de
Bélgica, que estd muy cerca de quedar libre de peste porcina
africana, ya que no se han detectado nuevos casos de jabalies
infectados (fasfc.be, 2020). Ambos paises siguieron la politica
de la UE para mantener el virus concentrado en una zona
tanto como fuera posible. Una parte integral de la estrategia
de control es buscar y eliminar los caddveres como fuente
potencial delvirus. En este contexto, se plante6 la cuestién de
si el suelo bajo un cadaver de jabali retirado deberia también
eliminarse o tratarse para evitar la transmisién del virus a
otros jabalies que transitan por ese suelo contaminado. Se
demostré que en dicho suelo se puede detectar genoma viral
(Arvo Viltrop e Imbi Nurmaoja, comunicacion personal) y para
minimizar el riesgo de transmisién se debati6 intensamente
medidas fisicas simples, como el aireamiento del suelo, pero
también la aplicacién de desinfectantes. Se consideraron
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posibles opciones los desinfectantes comerciales y los pro-
ductos de cal; es decir, cal viva y agua de cal (una solucién
acuosa de hidréxido de calcio). En consecuencia, nuestros
experimentos comenzaron simplemente para establecer un
protocolo para aislar el virus de las muestras de suelo, pero
evolucionaron coneltiempoamedidaquese obtuvieron mds
datos. Nos propusimos determinar los valores basicos de la
estabilidad del virus en matrices de suelo y cémo se podria
reducir la infectividad.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental y modificaciones de los protoco-
los alolargo del tiempo
Despuésdeconocerqueelsuelodebajodeuncadéver puede
ser positivo para el genoma del virus de la PPA, comenzé
unestudio pilotobasado enlos protocolos existentes parael
andlisis de muestras de suelo. Durante estos experimentos,
fueesencial mejorar continuamente nuestros métodos para
aumentar la robustez y la sensibilidad de la deteccién del
virus infeccioso de la peste porcina africana. En detalle, se
logré aumentando los volimenes de inoculacién del virus
y luego incrementando la sensibilidad y solidez de los mé-
todos de deteccién de aislamiento de este virus. Ademds,
para los tipos de suelos dridos fue necesario ajustar el vo-
lumen del medio utilizado para recuperar el virus del suelo.
Durante el estudio, resulté que los macréfagos primarios
porcinos eran demasiado sensibles a los efectos téxicos
de las matrices del suelo. Por lo tanto, cambiamos a una
linea celular permanente de pulmén de jabali (WSL). A

diferencia de los macréfagos que no se dividen, estas >



o
/A\MA

REVISIONES

> células pueden dividirse raipidamente y parecen ser mds
resistentes a los efectos de la matriz del suelo estudiado. Al

utilizar esta técnica de cultivo celular optimizada, tuvimos
laventaja de utilizar el genotipo IX de ASFV “Kenya1033”
enel que el gen que codificaba el homélogo de CD2 viral se
reemplazé por el de una proteina informadora fluorescente
roja (Hubner et al., 2018). Con las células WSL y el virus
marcador, la deteccién de la replicacién viral se aceleré a
5-7 dias después de la titulacion.

Recoleccion y analisis de suelo

Se recogi6é medio kilogramo de suelo de cada una de las
cinco ubicaciones en Mecklemburgo-Pommerania Occi-
dental,Alemania(ver Figura1).Lostiposdesueloelegidos
(suelo de jardin, dos tipos de suelo de bosque, barro de
pantano y arena de playa), se ubicaban en lugares donde
se encuentran comdinmente jabalies. Ademds, se comprd
una bolsa de tierra para macetas para tener una matriz
mis controlada con un pH neutro, en comparacién con
las muestras recogidas de suelo forestal dcido, y se obtuvo
arena de mar estéril de un proveedor de laboratorio (Carl
Roth, Karlsruhe, Alemania). Los suelos examinados fue-
ron analizados por un laboratorio agricola en Rostock,
Alemania (Landwirtschaftliche Untersuchungs- und
Forschungsanstalt, LUFA). Ver zabla 2.

Descripcion de los inéculos preparados para el enrique-
cimiento del suelo.

En los experimentos 1-3, se extrajo sangre completa de ja-
balies infectados experimentalmente con el virus de la peste
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porcina africana “Armenia 08”. Estos ensayos con animales
se realizaron previamente para estudios de patogénesis. La
sangre se mezclé durante 15-20 minutos con perlas de vidrio
para eliminar la fibrina. Luego, la sangre se almacené a -80°
C hasta su uso. Dado que los experimentos se completaron
en diferentes momentos, las reservas para agregar las matri-
ces del suelo tenfan diferentes titulos, pero no diferian mds
de un logaritmo en los volimenes considerados. La sangre
infectadadel experimento 1 tenfauntitulode 7,25log,  dosis
de hemadsorcién al 50% (HAD, ) por ml,la sangre del expe-
rimento 2 tenfaun titulode 6,001log, HAD, / mlylasangre
del experimento 3 tenia un titulo de 7,00 log, HAD, / ml.

Disefio experimental y modificaciones de los protocolos
alolargo del tiempo

Después de conocer que el suelo bajo un cadédver animal
puedeser positivo parael genomadel virus,comenzamosun
experimento piloto basado enlos protocolos existentes para
elanalisisdemuestrasdesuelo. Duranteestosexperimentos,
fue esencial mejorar continuamente nuestros métodos para
aumentarlarobustezylasensibilidaddeladetecciéndelvirus
infeccioso de la peste porcina africana. En detalle, lo logra-
mos aumentando los volimenes de inoculacién del virus y
luego aumentando la sensibilidad y solidez de los métodos
de deteccion de aislamiento del patégeno. Ademads, para los
tipos de suelos dridos fue necesario ajustar el volumen de
medio utilizado pararecuperar el virus del suelo. Durante el
estudio, resulté que los macréfagos primarios porcinos eran
demasiado sensibles a los efectos toxicos de las matrices del
suelo.Porlotanto,cambiamosaunalineacelularpermanente
de pulmoén de jabali (WSL). A diferencia de los macréfagos
quenosedividen,estascélulaspuedendividirserdpidamente
y parecen ser mds resistentes a los efectos de la matriz. Al
utilizar esta técnica de cultivo celular optimizada, tuvimos
laventaja de utilizar el genotipo IX de ASFV “Kenya1033”
enel que el gen que codificaba el homélogo de CD2 viral se
reemplazé por el de una proteina informadora fluorescente
roja (Hubner et al., 2018). Con las células WSL y el virus
marcador, la deteccién de la replicacién viral se aceleré a
5-7 dias después de la titulacién.

Recolecciony analisis de suelo

Se recogié medio kilogramo de suelo de cada una de las cin-
coubicaciones en Mecklemburgo-Pommerania Occidental,
Alemania (ver Figura 1). Los tipos de suelo elegidos (suelo
de jardin, dos tipos de suelo de bosque, lodo de pantano y
arena de playa) se recogieron en lugares donde se encuen-
tran cominmente jabalies. Ademds, se compré una bolsa de
tierra comercial para macetas con el objetivo de tener una
matriz mds controlada con pH neutro, en comparacién con
las muestras recogidas de suelo forestal dcido (7ub/a 1) y se
obtuvo arena de mar estéril de un proveedor de laboratorio



(Carl Roth, Karlsruhe, Alemania). Los suelos recolectados
fueron analizados por un laboratorio agricola en Rostock,
Alemania (ver Tabla 2 en el material suplementario).

Descripcién de los inéculos preparados para el enrique-
cimiento del suelo

En los experimentos 1-3, se extrajo sangre completa de ja-
balies infectados experimentalmente con el virus de la peste
porcina africana “Armenia 08”. Estos ensayos con animales
se realizaron previamente para estudios de patogénesis. La
sangre se mezcl6 durante 15-20 minutos con perlas de vidrio
para eliminar la fibrina. Luego, la sangre se almacené a -80°
C hasta su uso. Dado que los experimentos se completaron
en diferentes puntos de tiempo, las reservas para agregar las
matrices del suelo tenian diferentes titulos, pero no diferfan
mdsdeunlogaritmoenlosvolimenesconsiderados.Lasangre
infectada del experimento 1 teniaun titulode 7,25 log,  dosis
de hemadsorcién al 50% (HAD, ) por ml,la sangre del expe-
rimento 2 tenfa un titulo de 6,00 log, HAD, /mlylasangre
del experimento tres tenia un titulo de 7,00log,  HAD, /ml.

EXPERIMENTO 1

Recuperacién enmacréfagos del virus dela PPA del suelo
deljardin. Un experimento piloto

Enun experimento piloto,se afladieron 400 pl de sangre in-
fectadaa5gdesuelodejardinauntitulode7,25log, HAD,|
/mlysealmacenarona4’ C025°C.Enesteestudio, tantola
sangrecomoelsueloseanalizaronenlosintervalosdetiempo
0,3,6,24,48 y 72 h. Primero, se prepararon 5 ml de medio
de cultivo celular RPMI-1640 (Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, Alemania) con suero bovino fetal (FBS) al 10%
y antibidticos al 2% (mezcla de penicilina-estreptomicina
Gibco,10000 U/ ml; Thermo Fisher Scientific),afiadido al
suelo inoculado. Luego, la tierra se agit6 en vértex durante
45 segundos (consulte la Figura 2 paraver todos los pasos).
A continuacion, el suelo y el medio se sonicaron durante
45 segundos a 4° C con los ajustes: ciclo de trabajo 40%,
salida 3,5 con un Branson Sonifier 450 (Heinemann Ul-
traschall- und Labortechnik; Schwibisch Gmiind, Ale-
mania). Después de la sonicacién, la suspensién de suelo
se centrifugé durante 30 minutos a 2.500 x ga 4° C. El
sobrenadante se vertié sobre un filtro de café, se impulsé a
travésdeunfiltro dejeringade 0,45 pm (Millex Filter Units;
Merck Millipore Ltd., Tullagreen, Irlanda) y el filtrado se

almacené a -80° C antes de la titulacién.

EXPERIMENTO 2

Recuperaciéon en macréfagos de arena estéril, arena de
playa,lodo de pantanoy suelo forestal

Las muestras de suelo recogidas se analizaron junto con dos
controles: solo sangre y sangre mezclada con 6 gramos de
arena de mar estéril. Todos los suelos y controles se enrique-
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cieron con 1,2 ml de sangre positiva a PPA con un titulo de
6,00 log,  HAD / ml y tres repeticiones por condicion.
Los suelos forestales estaban extremadamente secos, por
lo que se agregaron 12 ml de medio a todas las muestras
para el aislamiento del virus. Continuamos el experimento
2 y los experimentos posteriores a temperatura ambiente
(25° C), ya que no se habian visto grandes diferencias entre
el suelo almacenado a 4° C 0 25° C en el experimento 1.
Limitamos nuestras pruebas a 14 dias en el experimento 2
ya que parecia poco probable que se detectaran virus vivos
mis alld de una semana. Ademas del protocolo descrito en
el experimento 1, también utilizamos un kit dedicado para
la extraccién de ADN del suelo (DNeasy PowerSoil; Qiagen,
Hilden, Alemania) de 0,25 gramos de todas las matrices y
en cada intervalo de tiempo.

EXPERIMENTO 3

Recuperacién en macréfagos de virus vivos de arena dela
playa

El Experimento 2 se repiti6 con arena de playay 2 ml de
sangre positiva a PPA con un titulo de 7.25 log, HAD |
/ ml a temperatura ambiente, debido a resultados de ais-
lamiento del virus no concluyentes (datos no mostrados).
Se utilizé un mayor volumen de sangre para aumentar las
posibilidades de deteccién de virus en esta matriz que
anteriormente arrojaba resultados mixtos. En el experi-
mentorepetido,seincluyeroncomocontrolesarenaestéril
y solo sangre. Cada condicién experimental se completé
con tres repeticiones.

EXPERIMENTO 4

Recuperacién de virus vivos con cepa PPA Keniay trata-
mientos de desinfeccién
Sepreparéunareservadevirusmezclando 160 mldesobre-
nadante de células WSL infectadas con el virus PPA Kenia,
con eliminacién de CD2vadaptado a WSL con 500 ml de
sangre entera desfibrinada de un cerdo doméstico que dio
comoresultado un titulo finalde PPA de 6,00log, TCID,
/ml. Se utiliz6 un volumen de 2 ml de sangre enriquecida
para inocular 6 g de arena de playa y tierra comercial para
macetas a temperatura ambiente. De nuevo se incluyeron
como controles un tubo de solo sangre y arena estéril. El
protocolose siguié como se describié anteriormente,conla
omisiéndelasonicaciényaquelasmuestraserandemasiado
numerosas como para utilizarlaenlosintervalos de 3 horas
entre las tres primeras colecciones. Todas las condiciones
de la muestra se completaron con tres repeticiones. Las
muestras se trataron con hidréxido de calcio al 3,5%y 7,5%
o4cido citrico al 3,5%y 7,5% (por peso de suelo). Después
de inocular cada matriz de suelo, se afiadieron los desin-
fectantes en polvo, se agitaron en vértex y se incubaron
durante 1 o 3 horas a temperatura ambiente. >
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> Aislamiento de virus en macréfagos porcinosy en cé-
lulas WSL

El aislamiento y la titulacién del virus se completaron con
macréfagos. Se extrajo sangre de cerdos domésticos sanos en
tubos de heparina. La sangre completa se diluy6 1:1 en solu-
cién salina tamponada con fosfato (PBS), se superpusieron 35
ml de sangre diluida sobre 12 ml de Pancol/ (PAN-Biotech,
Aidenbach, Alemania) y se centrifugaron a 730 xg durante 40
minutos a 20° C, con aceleracién lenta y sin freno. Las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC, en sus siglas en
inglés), se recogieron y lavaron dos veces en y se pasaron sobre
filtros de nailon de 70 pm para eliminar cualquier residuo
graso. Para los pases ciegos, se cultivaron 5x106 PBMC en
cada pocillo de placas Corning de 24 pocillos (Corning, Dur-
ham, EE.UU.). Las titulaciones se completaron con 7,5 x 106
células por ml en placas Corning de 96 pocillos (100 pl por
pocillo; Corning, Durham, EE. UU.).

Las PBMC se cultivaron en medio RPMI-1640 comple-
mentado con suero bovino fetal (FBS) al 10%), antibidticos al
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2%, mercaptoetanol 75 pL. (Merck, Darmstadt, Alemania) y
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
de 2,5 ng/ml (GM-CSF; Biomol, Hamburgo, Alemania)
durante el primer dia, luego con 5 ng/mL de GM-CSF a
partir del segundo dia después de un cambio de medio. Se
inocul6 un volumen de 300 pl de sobrenadante de suelo por
pocillo en una placa de 24 pocillos con 700 pl de medio. Al
dia siguiente, las células se lavaron con medio una vez y el
sobrenadante de cada pocillo se reemplazé con 1 ml de me-
dio fresco. Las células se cultivaron durante 5 dias antes de
congelarlas a -80° C parala titulacién subsiguiente del virus.
Secultivaron células pulmonaresdejabali (WSL) conmezcla
de nutrientes F-12 de Ham (Thermo Fisher Scientific), FBS
al 10% y antibiéticos al 2%. Para el aislamiento del virus, las
células WSL se sembraron el dia anterior con 106 células por
pocilloenunaplacade cultivo tisular de 24 pocillos (Corning,
Durham,Estados Unidos).Seinoculdunvolumende300 L.
de sobrenadante de suelo en una placa de 24 pocillos con 700
pL de medio,y posteriormente se cambié al dia siguiente y se
reemplazé con1ml demediofresco.Lascélulasse cultivaron
durante 5 dias antes de congelarlas a -80° C parala titulacion
subsiguiente del virus. Las titulaciones se completaron con
4x 105 células WSL por ml utilizando 100 pl por pocillo
en una placa de cultivo de tejidos de 96 pocillos (Corning,
Durham, Estados Unidos).

Las células se inocularon con 100 pl de sobrenadante de ais-
lamiento devirusde unarondadeamplificacién devirusenla
placade 24 pocillosdescritaanteriormente. Las titulaciones
se completaron en diluciones de diez veces comenzando con
10 a 10® y se calcularon mediante el método de Spear-
man-Kirber log, , dilucién de punto final al 50% con un
limite de deteccién de 1,75 DICT, /ml.

RESULTADOS

Recuperacion de virus PPA del jardin en macréfagos
(Experimento 1)

En este experimento piloto, el suelo del jardin se enriquecié
con sangre de jabali infectado con el virus de la PPA y se
almacené durante cuatro semanas a 25° C 0 4° C. Se llevé
a cabo un control solo de sangre en las mismas condicio-
nes. Con respecto al control solo sangre almacenado a 4°
C, se observé una alta variabilidad de los titulos de virus
determinados durante las primeras 48 horas (Figura 3). Los
titulos de las tres réplicas biolégicas variaron entre 3,75 log,
HAD,,/mLy7,00log, HAD, /mldespués de un tiempo
de incubacién de seis horas a 4° C.Tal variacién no volvié a
ocurrir en puntos de tiempo posteriores o en el control de
sangre solamente almacenado a 25° C. En general, los titulos
devirus en sangre pura disminuyeron claramente después de
dossemanasdealmacenamientoacualquiertemperatura.Sin
embargo,los controles de solo sangre (4° Cy 25° C) siguieron

siendo infecciosos durante todo el periodo de observacién.



Los titulos de virus en suelo de jardin enriquecido con san-
gre infecciosa y almacenado a 4° C 0 25° C, generalmente
disminuyeron en las primeras 72 horas (Figura 3). En suelo
de jardin contaminado almacenado a 25° C no se detectd
ningun virus infeccioso después de 72 horas. Sin embargo,
después de unasemana,se observé unaaltavariabilidad entre
las réplicas biolégicas en el suelo del jardin a ambas tempera-
turas de almacenamiento, con titulos de virus de hasta 5.50
log, HAD, / mla 25° C. Por lo tanto, encontramos que el
virus de la peste porcina africana permanecié infeccioso en el
suelo deljardin (pH 6,7) hasta por 7 dfas a ambas temperatu-
ras. Después de dos semanas, el suelo del jardin contaminado
resulté claramente negativo para virus infecciosos hasta el
final del estudio. Independientemente de la temperatura de
almacenamiento, el nimero de copias del genoma de ASFV
se mantuvo constante a lo largo del tiempo en el control de
solo sangre y en las muestras de suelo de jardin.

Recuperacién de virus de arena estéril, arena de playa,
barro de pantanoy suelo forestal en macréfagos.
(Experimentos 2y 3)

Se inocularon tres tipos de suelo diferentes (arena de playa,
lodo de pantano, suelo de bosque) con sangre de un jabali
infectado con el virus de la peste porcina africana y se alma-
cenaronatemperaturaambiente duranteun maximo de tres
semanas. Un control solo de sangre y arena estéril mezclada
consangreinfecciosasellevaron como controlesdel proceso
enlasmismascondiciones.Enestosexperimentos,lostitulos
de virus en sangre pura permanecieron estables durante el
periodo de almacenamiento de tres semanas a temperatura
ambiente y no se observé disminucién en los titulos de
virus después de dos semanas (Figura 4). Sin embargo, los
titulos de virus en el control de arena estéril disminuyeron
constantemente con el tiempo. No obstante, ambos con-
troles del proceso (solo sangre y arena estéril) contenian
virus infecciosos durante todo el periodo de observacién.
En arena de playa, se observaron titulos de virus altos entre
5.50log, HAD, /mLy6.50log, HAD, /mldirectamente
despuésdelaaplicaciéndesangreinfecciosa (Oh),peronose
pudo detectar ningun virus infeccioso en los tres dias antes
del final del experimento (Figura 4). Por el contrario, no se
pudorecuperar ningunvirusinfeccioso de ninguna muestra
de suelo forestal (pH 4.1y 3.2), incluso inmediatamente
después de la aplicacién de sangre infecciosa. En el lodo de
los pantanos (pH 5,1), sin embargo, se encontraron titulos
residuales bajos directamente después de la adicion de san-
gre infecciosa. Desde el tercer dia hasta el final del periodo
de observacién, no se recuperd ningtn virus infeccioso del
lodo de los pantanos. Sin embargo, el genoma del virus de
la PPA fue detectable en todos los tipos/matrices de suelo
investigados y no se registré una disminucién clara en el
numero de copias durante todo el periodo de observacién.
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Recuperacién de virus Kenia de PPA infectado con eli-
minacién de CD2v adaptado a WSL y tratamientos de
desinfeccién (Experimento 4)

Para evaluar la técnica mejorada de cultivo celular usando
células WSL, se inocul6 arena de playa o suelo de jardin con
sangre enriquecida con ASFV Kenia con eliminacién de
CD2v adaptado a WSL y se almacend a temperatura am-
bientedurantetressemanas.Ademas,lasdiferentesmatrices
se trataron con dos desinfectantes diferentes durante una o
tres horas. Se utilizé un control solo de sangre y arena estéril
mezcladaconsangrede ASFVinfecciosacomo controlesde
proceso en las mismas condiciones. Los titulos de virus en
los controles de solo sangre y arena estéril permanecieron
constantes durante todo el periodo de observacién; no se
observé disminucién en el titulo de virus. Por tanto, la san-
gre no tratada o la arena estéril fueron infecciosas durante
todo el intervalo de prueba de tres semanas. Sin embargo,
la arena de playa y el suelo de jardin inoculados mostraron
una disminucién constante en el titulo de virus a lo largo
del tiempo (durante la primera semana). Después de una
semana, se observé una alta variabilidad entre las réplicas
biolégicasenlaarenadelaplaya. Ademds,enambostiposde
suelo, no se pudo detectar ningun virus infeccioso después
dedossemanasdealmacenamientoatemperaturaambiente.
Sin embargo, el genoma del virus fue detectable en todos
los tipos/matrices de suelo investigados y no se registré una
disminucién clara en el nimero de copias durante todo el
periodo de observacién.

DISCUSION

La peste porcina africana ya no es una enfermedad ex6-
tica y ha establecido ciclos de transmisién complicados y
autosostenidos en las poblaciones europeas de jabalies. Se
observa una propagacién local lenta pero constante (datos
delSistemadenotificaciéndeenfermedadesanimales,mayo
de2020).Esto fue bastante inesperado ya quelaexperiencia
histérica no indicé que el jabali pudiera sostener un ciclo de
infeccién endémica (Laddomada et al., 1994). Las observa-
ciones de campo y los estudios experimentales indican una
alta letalidad (Blome et al., 2012, Gabriel et al., 2011) y baja
contagiosidad, especialmente en la fase inicial de un brote
de peste porcina africana entre jabalies. El bajo nivel de
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adaptado para controlar la PPA en la poblacién de jabalies
(Depner et al., 2016a, Depner et al., 2016b). La evidencia
sugiere que la peste porcina africana en una poblacién de
jabalies tiende a comportarse mds como una enfermedad
a largo plazo ligada al hébitat sin tendencia a propagarse
rdpidamente. Son principalmente caddveres infecciosos,
combinados con la alta tenacidad del virus de la PPA y1a
baja contagiosidad los que pueden contener la enfermedad
dentro de una region (Depner et al., 20165).

Elsuelo contaminado conelvirus dela peste porcinaafricana
causado por el jabali es uno de los factores del hébitat que
podria desempefiar un papel clave en la transmision. Probst
y col.(2017) informaron que los jabalies muestran interés en
el suelo donde se han encontrado caddveres anteriormente,
con cdmaras de vida silvestre que documentan alos animales
restregandose en el suelo incluso cuando solo quedan huesos.
Ademis, colegas estonios y otros han demostrado genoma
viralenestossuelos (Viltropy Nurmoja, comunicacion personal)
(Zani et al., 2020). En nuestro estudio, intentamos crear un
conjunto de datos para una evaluacién de riesgos del papel
del suelo contaminado en la transmisién del virus de la peste
porcina africana y las posibles medidas de mitigacién.

Se demostré que la estabilidad del virus depende del tipo de
suelo,pH,porcentajede materialorgdnicoy,enmenormedida,
de la temperatura ambiente. Si bien la arena contaminada
retiene la infectividad durante semanas, la estabilidad del
virus es muy baja en suelos forestales dcidos. Se encontraron
tiempos intermedios en el barro de los pantanos y en el suelo
delosjardines.Dentro deloslimites de nuestra configuracién
experimental, y asumiendo que el animal es un sistema de

detecciénatinmidssensible,nopodemosdescartarunapersis-
tencia delainfectividad durante al menos un par de semanas.
La infectividad residual estuvo dentro del rango que se de-
mostré ser infeccioso cuando se aplicé por via oral aanimales
susceptibles (McVicar, 1984, Pietschmann et al., 2015). Estos
resultados contradicen en cierta medida estudios publica-
dosanteriormente (Mazur-Panasiuky Wozniakowski, 2020),
dondeelagua,elsueloylahojarascainactivaban rdpidamente
elvirus de la PPA. En este estudio, Mazur-Panasiuk y Woz-
niakowski (2020) pudieron volver a aislar el virus del suelo y
la hojarasca inmediatamente después de agregar el sobrena-
dantedelcultivoalamatriz,peroinclusounabreveincubacion
de tres dfas causé la pérdida completa de la infectividad del
virus,independientementedelascondicionesdetemperatura.
Esto estd en linea con los resultados obtenidos del lodo de
los pantanos, pero no del suelo del jardin o la arena,donde se
observaron periodos de infectividad mucho mds largos. En
contraste, volver a aislar inmediatamente después de agregar
el contaminante al suelo del bosque fue imposible. Por tanto,
la inactivacién del virus parece ocurrir después de un breve
contacto con la matriz, p. Ej. debido a las condiciones dcidas
en ambos especimenes de suelo forestal (pH 4.1y 3.2).

En conclusion, la estabilidad del virus de 1a PPA es muy bajaen
suelos forestales pero bastante alta en suelos arenosos. Dada la
alta variabilidad de los habitats de los jabalies y los efectos im-
previstos de la matriz de descomposicion, se debe considerar el
tratamiento de la ubicacién de los cad4veres con desinfectantes
al establecer las medidas de control. El formato en polvo de los
productos quimicos usados podria ser beneficioso y préctico.
Sin embargo, se deben considerar las regulaciones sobre el uso
de biocidas y la seguridad laboral.

Elusonoautorizado de productos comerciales podriaseruna
alternativa. En este contexto, recientemente se demostrd que
los desinfectantes a base de peroximonosulfato de potasio
(Trifectant,VirkonS)inactivabanelvirusensuperficiesporosas
(Gabbert et al., 2020) pero tenian problemas con la sangre en
determinadas circunstancias (Krug et al., 2018).

La eliminacién de los caddveres positivos para el virus de la
peste porcina africana es de suma importancia y sigue siendo
una medida de control fundamental, ya que los virus vivos
pueden permanecer infecciosos en determinadas matrices del
suelo durante semanas.

Estos estudios establecen protocolos ttiles para aislar el vi-
rus de la peste porcina africana de las matrices del suelo, al
tiempo que brindan informacién sobre las posibles opciones
de manejo utiles en el campo para mitigar la transmisién.

El articulo original con la bibliografia completa pueden leerse en:
https://www.authorea.com/users/345604/articles/471773-stability-of-african-swine-fever-vi-
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