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Capitulo 1: Estudio clinico de fase 3 para evaluar la
eficacia, seguridad e inmunogenicidad de la vacuna
Sinovac contra la infeccion por SARS-CoV-2 en
poblacion pediatrica: De la investigacion basica a la
investigacion clinica.
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1. Introduccion

1.1. Investigacion clinica

A finales del afio 2019 se reportaron varios casos de neumonia severa en la provincia de

Wuhan, China, lo que terminé desatando una pandemia mundial(Andersen et al., 2020).

Es sabido desde hace algunos afios que los coronavirus presentan un alto riesgo de
pandemia, y en este caso el SARS-CoV-2 (Sindrome respiratorio agudo severo por coronavirus 2)
es el noveno coronavirus reportado con la capacidad de infectar humanos y el séptimo identificado

dentro de los ultimos 20 afios (Holmes et al., 2021).

Los sintomas clinicos de la enfermedad por Coronavirus 2019 (COVID-19, Coronavirus
disease 2019) varian entre tos seca, fiebre, disnea (dificultad para respirar), dolor de cabeza y
neumonia (P. Zhou et al., 2020). Los primeros casos de infeccion por este nuevo coronavirus fueron
asociados a un mercado de mariscos y animales vivos en Wuhan, pero tiempo después personas que
no habian estado expuestas a animales contrajeron la infeccion, lo que indicaba que este virus podia

ser transmitido de persona a persona (Rupani et al., 2020).

Esta enfermedad se propagd en varios paises y se declardé emergencia de salud publica de
preocupacion internacional por la OMS el 31 de enero del 2020. Posteriormente la epidemia se
intensificé propagandose a mas de 215 paises, lo que llevo a la OMS a declarar la enfermedad por

COVID-19 como pandemia mundial el 11 de marzo del 2020(Malik et al., 2020).

La crisis sanitaria a nivel mundial se convirtid en una prioridad para la obtencion de una
vacuna segura y eficaz en un tiempo reducido. Es asi que, para enero del 2021, ya se distribuian las
vacunas de Pfizer/BioNTech, Moderna, Sputnik V, CanSino, Sinovac y AstraZeneca/Oxford,

representando el mayor despliegue tecnocientifico en la Gltima década (Martinez, 2021).

Pero para poder poner a disposicion de la poblacion estas vacunas o cualquier otro producto
farmacéutico, es necesario realizar previamente una investigacion clinica. El proceso de evaluacion
clinico es un proceso de cuatro etapas, donde la Fase 1 corresponde a un pequefio grupo de personas
sanas que reciben el producto de investigacion (PI). La Fase 2, donde el grupo de investigacion se
expande y ya se puede probar el PI en grupos de personas con caracteristicas similares al grupo de
personas a quien va dirigido el producto. En la Fase 3 el PI se administra a miles de personas y se

evalta la seguridad y eficacia del producto y en algunos casos se puede realizar un estudio de Fase
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4, post comercializacion para realizar seguimiento ain después de que el producto haya sido

aprobado y autorizado (Urbiztondo et al., 2020)

1.2. Buenas practicas clinicas

Para realizar una correcta investigacion clinica y bajo estandares de calidad internacional, es
necesario capacitar al personal del estudio clinico bajo las normas de GCP (Good clinical practice).
Las GCP son un estandar de caracter internacional de calidad cientifica y ética que nos ayuda al
disefio, realizacion, seguimiento, auditorias, registros, analisis y elaboraciones de ensayos clinicos
(Vijayananthan., 2008). El proposito principal y fundamental de las GCP es proteger los derechos
de aquellas personas que decidan voluntariamente entrar a un estudio clinico y también garantizar la

validez y calidad cientifica de todos los datos recopilados a lo largo del estudio (Dixon, 1999).

1.3. Formulacion de Sinovac

La pandemia causada por el SARS-CoV-2 requirié de la colaboracion de Universidad y
Centros de Invetigacion, de la Industria Farmacettica y de las Agencias Regulatorias para lograr
obtener rapidos avances en lo que vacunas respecta, y asi poder controlar la severidad del
COVID-19. Entre las diversas vacunas desarrolladas, se encuentra CoronaVac elaborada por la
compaifiia biofarmacéutica China Sinovac Life Sciences. CoronaVac es una formulacion basada en
un virus inactivado propagado en células VERO, coadministrado con hidroxido de aluminio como

adjuvante (Fonseca et al., 2022),(Jin et al., 2022).

En los estudios preclinicos en adultos, la vacuna CoronaVac demostr6 una eficacia y
seguridad preliminares en animales (Skowronski et al., 2013). La vacuna fue aprobada por la
Administracion Nacional de Productos Médicos (NMPA) el 13 de abril de 2020 para ensayos
clinicos. El ensayo clinico de Fase 1/2 en adultos sanos de entre 18 y 59 afios se inicid en la
provincia de Jiangsu, China, el 16 de abril de 2020. El ensayo clinico de Fase 1/2 en adultos
mayores de 60 afios o mas se lanzd en la provincia de Hebei, China el 22 de mayo de 2020, y el
ensayo clinico de Fase 1/2 en nifios y adolescentes de 3 a 17 afios se lanzo en la provincia de Hebei,
China, el 31 de octubre de 2020. Estos tres ensayos clinicos completaron la evaluacion de seguridad
e inmunogenicidad 28 dias después vacunacion de dos dosis. Los resultados mostraron una buena

seguridad e inmunogenicidad en adultos, ancianos, nifios y adolescentes (Nauta, 2020), (Treanor et
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al., 2012). Se llevaron a cabo tres ensayos clinicos Fase 3 de la vacuna COVID-19 en Brasil (18
afios o mas), en Indonesia (18-59 afios) y en Turquia (18-59 afos), que adoptaron el método
aleatorizado, doble ciego, con un disefio de estudio controlado con placebo para evaluar la eficacia
de la vacuna (WHO, 2013), (Storsaeter et al., 1998). Los resultados en Brasil mostraron una buena
eficacia y seguridad de la vacuna, y fue aprobada para su comercializacion condicional en China el
5 de febrero de 2021 (numero de aprobacion: 2021500156, 2021S00157). Ademas, CoronaVac fue
aprobado por la OMS para uso de emergencia en adultos en junio 01, 2021(Griffin et al., 2011).

Para evaluar la eficacia y seguridad de la vacuna COVID-19 en nifios y adolescentes, se
formula este protocolo de estudio clinico de Fase 3 por la Compafiia Sinovac y el Centro
Patrocinador Pontificia Universidad Catdlica de Chile. El estudio fue realizado en colaboracion
entre la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, el Instituto Milenio en Inmunologia e

Inmunoterapia y 11 centros distribuidos en Antofagasta, Santiago, Valparaiso, Temuco y Valdivia.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo general:

Evaluar la eficacia de dos dosis de CoronaVac contra casos de COVID-19

sintomaticos confirmados por RT-PCR en participantes entre 6 meses y 17 afios.

2.2. Objetivos especificos:

1. Realizar los cursos correspondientes para obtener la certificacion en buenas
practicas clinicas y trabajar bajo estas normas internacionales.

2. Aprender y manejar la base de datos Medidata a la cual se subira la informacion
generada en las fichas clinicas de los sujetos de estudio.

3. Revisar y curar la informacion obtenidas por los médicos en las fichas clinicas.

3. Métodos

Para cumplir con el primer objetivo especifico fue necesario realizar una capacitacion en
Good Clinical Practice. Esta capacitacion la realicé por primera vez de forma online en The Global
Health Network el dia 8 de septiembre del 2021. Luego, volvi a realizar una capacitacion en GCP

de forma online en NIDA Clinical Trials Network con fecha del 20 de julio del 2022.

Respecto al segundo objetivo especifico, también tuve que realizar un curso para aprender a
manejar la plataforma con la cual se trabajd, en este caso, se utilizo Medidata, una base de datos
para fichas clinicas digitales de ensayos clinicos. Esta misma plataforma solicitaba realizar una

induccion con posteriores evaluaciones para quedar capacitado y poder trabajar en ella.

Finalmente, con los primeros dos objetivos listos, pude desarrollar mi funciéon como Data
Manager en el estudio clinico, revisando y curando la informacion de las fichas clinicas para

ingresar los datos en la plataforma Medidata, cumpliendo asi con el objetivo nimero tres.
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4. Resultados

Obtuve las certificaciones y entrenamiento en Buenas practicas clinicas (anexo 1 y 2),
ademas de aprobar el entrenamiento para trabajar con la plataforma Medidata y por ende también

desarrollar mi funcién como Data Manager en el estudio clinico.

El trabajo realizado en el centro Hospital Clinico Universidad de Antofagasta, nos permitio
evaluar la seguridad, efectividad e inmunogenicidad de la vacuna CoronaVac en poblacion
pediatrica. Los resultados fueron comunicados en un reporte interino, con los cuales el Instituto de
Salud Publica autorizd la implementacion de emergencia en poblacion pediatrica de la vacuna
CoronaVac. Ademas, una vez terminado el protocolo de estudio se publicaron los resultados de
inmunogenicidad y eficacia (anexo 3), en donde nuestro centro de investigacion es coautor de este

trabajo.

5. Conclusion

En conclusion, el trabajo de distintos investigadores, médicos, enfermeras, e incluso
biotecndlogos de la ciudad de Antofagasta y en colaboracion con otros centros de investigacion en
otros sectores del pais, ayudd de forma positiva a hacerle frente a esta pandemia del COVID 19,
obteniendo datos de calidad sobre la seguridad y eficacia de la vacuna CoronaVac en la poblacion

pediatrica de Chile.
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Capitulo 2: Vigilancia genomica del virus de Influenza
Aviar en muestras de agua ambientales obtenidas en
zonas estratégicas de la ciudad de Antofagasta.
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Resumen

La influenza aviar (H5N1) ha causado diversos brotes en varios paises en aves de corral,
mamiferos marinos, jugando un papel clave para la transmision de este virus, las aves migratorias.
Chile no esta ajeno a esta situacion, lo que ha planteado una preocupacion sobre su impacto en la
salud animal, la salud publica, la posible pérdida de la biodiversidad y la economia del pais. Es por
esta razoén que se enfatiza la necesidad de controlar y monitorear estos brotes, y se argumenta la
importancia de realizar una vigilancia continua en zonas de la region de Antofagasta para la
deteccion temprana de este patogeno. Para esto, el objetivo de esta investigacion es establecer un

protocolo estandarizado para la deteccion de influenza aviar en muestras de agua ambientales.

Palabras clave. Influenza Aviar; Pandemia; PCR; Vigilancia gendmica.
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Abstract

Avian influenza (H5N1) has caused several outbreaks in several countries in poultry, marine
mammals and migratory birds play a key role in the transmission of this virus. Chile is no stranger
to this situation, which has raised concerns about its impact on animal health, public health, the
possible loss of biodiversity and the country's economy. It is for this reason that the need to control
and monitor these outbreaks is emphasized, and the importance of continuous surveillance in areas
of the Antofagasta region for the early detection of this pathogen is argued. The objective of this
research is to establish a standardized protocol for the detection of avian influenza in environmental

water samples.

Keywords. Avian Influenza; Pandemic; PCR; Genomic Surveillance.
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1. Introduccion

1.1. Situacion de la influenza aviar a nivel mundial

En la actualidad, la situacion mundial de la influenza aviar es variable en diferentes
regiones del mundo. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se han informado brotes
de influenza aviar en aves de corral y otros animales en varios paises de Asia, Europa, Africa y
América. Los subtipos de virus de la influenza aviar que se han identificado incluyen HSN1, H5NS8
y H7NO, entre otros (OMS, 2023).

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA) ha informado que la temporada
epidémica de la Influenza aviar de alta patogenicidad sigue en curso con brotes en aves de corral,
aves silvestres y mamiferos. Durante esta temporada, el subtipo AHSN1 ha sido el predominante y
ha causado una alta tasa de mortalidad en aves silvestres, asi como un nimero creciente de casos en
mamiferos terrestres y acuaticos, lo que aumenta la preocupacion por la amenaza potencial para la
sanidad de los animales domésticos y silvestres, la biodiversidad y la salud publica (OMS OPS,

2022).

En algunos paises, los brotes de influenza aviar han llevado a la implementacion de medidas
de prevencion y control, como la cuarentena de aves infectadas, el sacrificio de aves y la
desinfeccion de granjas avicolas. Ademas, se ha llevado a cabo una vigilancia constante para
detectar cualquier cambio en la estructura genética del virus de la influenza aviar que pueda
aumentar su capacidad de transmision de las aves a los humanos y su potencial pandémico (OMS,

2023)

1.2. Descripcion del virus de la influenza aviar

El virus H5N1 es un subtipo de virus de influenza A que pertenece a la familia
Orthomyxoviridae. Sus particulas virales son pleomorficas y poseen un diametro aproximado de
100 nm, o pueden ser filamentosas, con una longitud de 300nm (Knipe et al., 2013). Su genoma esta
compuesto por 8 segmentos de ARN monocatenario de sentido negativo que codifican para al
menos 10 proteinas virales diferentes (White., 2018). El segmento 1 codifica la proteina Polimerasa
Basica 2 (PB2), la cual tiene un papel fundamental en la replicacion viral en las células hospederas.
El segmento 2 codifica la proteina Polimerasa Basica 1 (PB1), necesaria para la transcripcion y
replicacion del genoma viral. El segmento 3 codifica la proteina Polimerasa Acida 1 (PA),

importante en la regulacion de la transcripcion y replicacion viral. Los segmentos 4 y 6 codifican las
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proteinas de la envoltura viral hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), respectivamente, que son
dianas comunes de las vacunas contra la influenza. Los segmentos 5, 7 y 8 codifican las proteinas:
nucleoproteina (NP), matriz (M) y proteina no estructural 1 (NS1), respectivamente, las cuales
tienen un papel importante en la entrada del virus a la célula hospedera, la liberacion de particulas
virales y la evasion del sistema inmunitario del hospedero (Herrero, 2008), (Casillas et al., 2007),
(Calvo et al., 2009).

Estructuralmente, el virus Influenza A HS5N1 estd cubierto de las glicoproteinas:
hemaglutinina y neuraminidasa, que representan el 80% y 17% de proteinas totales de superficie,
respectivamente. La proteina M2 representa un menor porcentaje dentro de las proteinas de
superficie, estando presente alrededor de 16 a 20 moléculas por particula de virus. El ntcleo de A
HS5NI1 esta rodeado por M1, y dentro del niicleo se encuentra el complejo RNP, que esta compuesto
por la hebra de ARN cubierta con nucleoproteina y una ARN polimerasa dependiente de ARN
(Nurzijah et al., 2022) (Figural).

©}
HA

NA
M2
M1

RNA genome
segment

Figura 1: Representacion grafica del virus de la Influenza Aviar: HA (Hemaglutinina), NA

(Neuraminidasa), M2 (Proteina de matriz 2), M1 (Proteina de matriz 1) (Nurzijah et al., 2022).

Los virus de influenza aviar se pueden clasificar en dos tipos seglin su patogenicidad: virus
de la Influenza A de baja patogenicidad (IABP) y virus de la Influenza A de alta patogenicidad
(IAAP) (Capua et al., 2006) . Los virus IABP son generalmente avirulentos o de baja patogenicidad,
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causan infecciones respiratorias leves o subclinicas y se asocian con una baja mortalidad en aves.
En contraste, los virus IAAP pueden causar enfermedad sistémica y una alta tasa de mortalidad en
las aves (Pantin., 2007).

La patogenicidad de los virus de influenza aviar estd relacionada con la capacidad de
replicarse en ciertos organos de las aves. Esta capacidad esta asociada con la presencia de memorias
instantaneas o inserciones de aminoacidos basicos en el sitio de corte de la hemaglutinina (HA)
(Swayne, 2007). Los virus IAAP tienen una secuencia de aminoacidos basicos en el sitio de corte de
la HA, lo que les permite replicarse en organos extrapulmonares, mientras que los virus IABP
tienen una secuencia de aminoacidos menos basicos en el sitio de corte de la HA, lo que restrinja su
replicacion a las células del tracto respiratorio (Capua et al., 2006).

Los puntos criticos de la molécula de hemaglutinina que influyen en la virulencia del virus
son: a) los sitios antigénicos; b) el sitio de reconocimiento del receptor celular; y c) el sitio donde se
produce la protedlisis que induce el cambio conformacional de la molécula de HA (Herrero, 2008).

Estudios en patos silvestres de Norteamérica han comprobado que puede haber coinfeccion
por dos subtipos diferentes de virus, que circulan al mismo tiempo en el organismo del animal
(Hatchette et al., 2004). Este proceso incrementa la probabilidad de que se produzcan
recombinaciones genéticas y, en consecuencia, la aparicion de nuevos subtipos virales (Gauthier et

al., 2007).

1.3. Cuadro clinico del virus de la influenza aviar AHSN1

La enfermedad altamente patégena en aves totalmente susceptibles puede tener diferentes
presentaciones clinicas dependiendo de la especie, edad y tipo de ave, caracteristicas especificas de
la cepa virica involucrada y factores ambientales (OMSA, 2021). Se ha comprobado que las aves
migratorias pueden llevar consigo virus de influenza aviar de alta y baja patogenicidad de forma
asintomatica durante largas distancias (Lycett et al., 2019). Las aves silvestres albergan de forma
natural todos los tipos, subtipos y variantes del virus influenza, lo que implica que la evolucién del
virus sea bastante constante en ellas. Los virus se reproducen en el tracto gastrointestinal de estas
aves y, por consiguiente, se eliminan en grandes cantidades a través de las heces (Herrero, 2008).

La influenza aviar se caracteriza por una rapida disminucion en la produccion de huevos y
un aumento en la mortalidad con signos respiratorios y nerviosos. La exposicion al virus de la [A
provoca una alta morbilidad en las aves expuestas, pero la mortalidad varia segtn la patogenicidad
de la cepa del virus y las condiciones ambientales. Los sintomas incluyen hemorragias subcutaneas,

edema de la cabeza, vesiculas en la cresta y las barbas. Se observan hemorragias en la serosa de
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todas las visceras y en la mucosa y estructuras linfoides de los tractos intestinales y respiratorios
(Shane, 2005).

La influenza en los seres humanos se propaga principalmente por la inhalacion de goticulas
infectadas y posiblemente por contacto indirecto a través de objetos contaminados, con una posible
autoinoculacion en la mucosa conjuntival o en el tracto respiratorio superior (Liem, 2005). El virus
A H5N1 puede transmitirse de aves a personas y posiblemente del ambiente a personas, pero la
transmision de persona a persona es poco probable y no se ha mantenido hasta la fecha. La
exposicion a pollos enfermos, el sacrificio, desplume o preparacion culinaria de aves enfermas, y el
consumo de sangre o pollo poco cocinado también pueden implicarse en la transmision (Godoy,
2006).

La mayoria de los pacientes con Influenza A H5N1 presentan fiebre alta y sintomas del
tracto respiratorio bajo. La diarrea acuosa es comun y puede preceder a los sintomas respiratorios.
La disnea y la neumonia son hallazgos comunes y se desarrollan en el transcurso temprano de la
enfermedad, con cambios radiograficos como consolidacion y broncograma aéreo. Los sintomas del
tracto respiratorio alto son menos comunes y la conjuntivitis rara vez se presenta. En algunos casos,
la enfermedad puede presentarse con encefalopatia y diarrea sin sintomas respiratorios (Franco et
al., 2007).

Una nueva preocupacion es que estudios han comprobado que la Influenza aviar A H5N1
podria ingresar al sistema nervioso central en mamiferos, causando neuroinflamacion y

neurodegeneracion (Jang et al., 2009).

1.4. Mortalidad por el virus de la influenza aviar AHS5N1

De acuerdo con la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA), la mortalidad en
aves causada por el virus de la Influenza aviar A H5N1 puede ser muy variable y depende de
muchos factores, incluida la edad y la especie del ave, la virulencia de la cepa del virus, la calidad
de manejo y condiciones ambientales (OMSA, 2021). Este virus ha sido responsable de la muerte de
millones de aves en diferentes partes del mundo. La infeccion por A H5N1 puede producir una
mortalidad de hasta el 100% en pollos domésticos. El subtipo de virus HSN1 de la IAAP ha
generado una gran preocupacion desde 1997, no sélo en la industria avicola, sino también en la

salud humana (Akanbi et al., 2014).
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Mientras que la mayoria de los virus de influenza que se encuentran en las aves no son
transmisibles a los humanos, ciertas cepas de la influenza aviar altamente patdgena pueden infectar
a las personas, lo que representa un riesgo significativo para la salud publica (OPS, 2023).

Desde enero de 2003 hasta el 26 de enero de 2023, se han notificado 868 casos de infeccion
humana con el virus de la gripe aviar A (HSN1) en 21 paises de todo el mundo. De estos casos, 457

resultaron mortales, lo que representa una tasa de letalidad del 53% (OMS, 2023b) (Tabla 1).

Tabla 1: Numero acumulado de casos humanos confirmados de gripe aviar A(H5N1) notificados a

la OMS, 2003-2023. C: casos; M: muertes. (OMS, 2023a).
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1.5. El virus de la influenza aviar como posible brote pandémico

La influenza aviar es una enfermedad que se encuentra predominantemente en las aves,
aunque también puede afectar a los seres humanos. La infeccion en los humanos generalmente se
produce por el contacto directo con aves infectadas o areas contaminadas. Aunque los virus de la
influenza aviar identificados hasta ahora no se transmiten facilmente de persona a persona, su
circulacion actual en las aves de corral es preocupante, debido a la gravedad de la enfermedad que
pueden causar en los humanos y su capacidad potencial para mutar y volverse mas contagiosos
entre las personas (OMS,2023).

Las pandemias ocurren cuando se presenta una nueva glicoproteina H, con o sin
neuraminidasa acompafante, a la cual los humanos no tienen inmunidad previa (Herrero, 2008). El
virus A H5NI tiene la capacidad de causar enfermedades graves en los seres humanos, aunque su
capacidad de infeccidn es limitada. Si este virus sufre modificaciones y adquiere la capacidad de
propagarse de manera eficiente de persona a persona, como lo hacen los virus de la gripe humana,

podria representar un grave riesgo de pandemia (Calvo et al., 2009).

1.6. Situacion actual en Chile respecto al virus de la influenza aviar AHSN1
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El Servicio Agricola Ganadero en Chile ha declarado una Emergencia de IAAP en todas las
16 regiones del pais, lo que corresponde a 125 Zonas Bajo Control Sanitario activo a nivel nacional.
La preocupacion se extiende ahora también a los mamiferos marinos, en particular al lobo marino
comun, que esta sujeto a una medida de administracion pesquera y cuya manipulacion corresponde
al SERNAPESCA. Existe coordinacion entre ambos servicios en caso de una posible expansion de
nuevos casos de afectacion en la fauna marina silvestre. SERNAPESCA esta actuando en relacion a
las especies bajo su tutela en coordinacion con el Estado en el contexto de la alerta sanitaria por

gripe aviar (SERNAPESCA, 2023)

Tabla 2: Resumen de la cantidad de ejemplares muestreados con resultado positivo a la fecha de

28.07.2023 segun SERNAPESCA.
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Segun el académico de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad
de Chile, el Dr. Christopher Hamilton-West, el virus A H5N1 de la gripe aviar ha sido detectado en
diversas especies de mamiferos y aves en Norteamérica y Chile, preocupando por su impacto en la
conservacion de las especies y la seguridad alimentaria en el futuro. A pesar de que los sintomas en
humanos han sido leves hasta el momento, el virus es capaz de producir mortalidades en un 100%
de las aves domésticas afectadas. La Unidad de Epidemiologia Veterinaria de la Universidad de
Chile lleva mas de 10 afios trabajando en la vigilancia epidemioldgica del virus y considera
necesario reforzar las acciones para detectar posibles factores y prevenir nuevos escenarios

epidemiologicos en el futuro (Vega, 2023)

Por otra parte, el SAG ha desarrollado un panel dindmico que ofrece acceso a los
principales datos estadisticos relacionados con la emergencia de 1A, como la cantidad de regiones
afectadas, la cantidad de aves muestreadas, la distribucion de muestras positivas y mas. La
informacién se presenta en forma de graficos, mapas, consolidados y listas, y se puede filtrar

facilmente segtn las necesidades del usuario. (SAG, 2023) (Figura 2).
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Figura 2: Panel dinamico del SAG que muestra los resultados de los muestreos realizados hasta la

fecha del 01.08.2023.

Debido a los diversos casos han aparecido hasta la fecha desde el primer caso confirmado
en Chile, el SAG ha tomado medidas como la suspension de exportacion de carne de ave al
identificar el primer caso de IA en una planta industrial avicola. El SAG procedi6 a activar el
protocolo que consiste en el sacrificio de las aves infectadas con la finalidad de evitar la
propagacion de la enfermedad a otras plantas avicolas (Gob, 2023). Después de este primer caso, se
han reportado otros casos positivos en plantas avicolas (Figura 3), por lo que el SAG actud bajo las
normativas de la Resolucion N° 7.192 - Declara emergencia zoosanitaria y activa Sistema Nacional
de Emergencia del Servicio Agricola y Ganadero; y la Resolucion N° 7.589 - Establece suspension
de autorizaciones de caza, captura, recoleccion de huevos y crias de aves silvestres, en el marco de
los articulos 16, 17, 18 y 20 del D.S. N° 5 de 1998, del Ministerio de Agricultura, por contingencia

sanitaria de influenza aviar patogenicidad (Servicio Agricola y Ganadero, 2023)
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Figura 3: Cantidad y dispersion de planteles industriales positivos por tipo de produccion y por

region (SAG, 2023a).

Uno de los aspectos mas preocupantes dentro de todo esto, es que el MINSAL informd
sobre el primer caso de Influenza Aviar AH5N1 en un hombre de 53 afios proveniente de la Region

de Antofagasta, y el Instituto de Salud Publica confirmé que se trataba de IA (MINSAL, 2023)
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1.7. Consecuencias de los brotes del virus AH5N1

Las consecuencias que ha traido la influenza aviar abarca desde lo econdmico, hasta la
salud publica y del ecosistema.

Segtin el Dr. Keith Hamilton, jefe de departamento de preparacion y resiliencia de la
OMSA, la IA podria traer consecuencias devastadoras en el &mbito econdmico. Esto ya que los
productores avicolas pueden sufrir una mortalidad elevada en sus bandadas; la contencion de los
brotes requiere de sacrificar aves sanas; la presencia de [AAP restringe el comercio de aves y carne
de aves; hay perdidas de puestos de trabajos en las industrias avicolas; y hay reduccion en los viajes
y el turismo en zonas afectadas, lo que resulta el pérdidas econdomicas para los productores avicolas
y los paises o gobiernos afectados (Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2023)

La alerta sanitaria en Peru se extiende durante todo el 2023 debido a los elevados indices de
muerte de lobos marinos y aves a causa de la gripe aviar HSN1. Ademas, se han registrado casos en
Argentina, Camboya, Ecuador y China, algunos de ellos fatales. Existe un posible riesgo de desastre
ecologico, ya que la infeccion se ha detectado en diversas especies de mamiferos terrestres y
acuaticos en Norteamérica. E1 Dr. Hamilton-West de la Universidad de Chile, destaca la necesidad
de reforzar la vigilancia epidemiologica para prevenir posibles cambios del virus y proteger la
produccion avicola en la region (Vega, 2023)

La OMS destaca la importancia de tomar medidas ante la diversidad de virus gripales de
origen zoondtico que han causado infecciones en humanos para evitar riesgos en la salud publica.
Esto implica reforzar la vigilancia de las poblaciones animales y humanas, investigar cada infeccién
zoonotica y prepararse para una posible pandemia. Ademas, se recomienda vacunar a los
trabajadores avicolas contra la gripe estacional para prevenir la mutacion virica y la transmision

entre personas. La prevencion es clave en la proteccion de la salud ptblica (OMS, 2023)

1.8. Importancia de controlar y monitorear estos brotes

Resumiendo lo descrito anteriormente, es importante monitorear y vigilar los casos de
influenza aviar por varias razones. En primer lugar, la influenza aviar puede causar enfermedad
grave y mortalidad en las aves de corral (Akanbi et al., 2014), lo que puede tener un impacto
econdmico significativo en la industria avicola. Ademas, la influenza aviar puede transmitirse de las
aves a los humanos y, en casos raros, puede causar enfermedad grave en los seres humanos,

incluyendo la neumonia y, en algunos casos, la muerte (Calvo et al., 2009).
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En segundo lugar, los virus de la influenza aviar pueden mutar rapidamente y evolucionar
para adaptarse a nuevas especies hospedadoras, incluyendo los humanos(Dhama et al., 2013). Por lo
tanto, es importante realizar una vigilancia constante de los virus de la influenza aviar para detectar
cualquier cambio en su estructura genética y evaluar el riesgo de transmision de las aves a los
humanos y de una posible pandemia (Herrero, 2008).

En tercer lugar, la deteccion temprana de brotes de influenza aviar puede ayudar a prevenir
la propagacion del virus y minimizar su impacto en la salud publica y la economia. Esto implica la
implementacion de medidas de prevencion y control, como la cuarentena de aves infectadas y la
eliminacion segura de los cadaveres de aves (SAG, 2023b).

La situacion de la influenza aviar sigue siendo motivo de preocupacion en muchos paises
debido a la alta tasa de mortalidad en las aves de corral y el riesgo potencial de transmision a los
humanos. Por lo tanto, es importante seguir monitoreando y vigilando la situaciéon de la influenza
aviar a nivel mundial para detectar cualquier brote y tomar medidas oportunas para prevenir su

propagacion.

2. Hipotesis v Objetivos

2.1. Hipotesis
La estandarizacion de la técnica de PCR convencional para la identificacion de influenza

aviar en muestras de agua ambientales, nos permitira detectar de forma temprana la presencia de

este virus, mejorando la vigilancia epidemiolodgica y la seguridad sanitaria de la region.

2.2. Objetivo General

Elaborar un protocolo estandarizado de PCR para detectar influenza aviar desde muestras de

agua ambientales.

2.3. Objetivos especificos

1. Elaborar un protocolo estandarizado para aislar material genético desde muestras de agua

de humedales de la ciudad de Antofagasta.
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2. Estandarizar un protocolo de identificacion molecular mediante PCR convencional para el

virus de la influenza aviar.

3. Materiales v métodos

3.1. Materiales

3.1.1. Reactivos y enzimas

Agua de biologia molecular

Agua libre de nucleasas

Buffer de carga para PCR
Cloroformo alcohol isoamilico
Etanol al 75%

Gel Red (Biotium)

Glycoblue (Invitrogen)

Gotaq green master mix 2X
(Promega)

Hidroxido de sodio 1N

Isopropanol

Leche en polvo desnatada en agua

destilada al 0.01%

LunaScript RT  SuperMix Kit
(Biolabs)

Marcador de peso molecular 1kb y
100 pb (MaestroGen)

Partidores MBTuni 12 y MBTunil3
Partidores RF1073 y RF1074
Partidores RF1151 y RF1152
Pag5000 DNA polymerase (Agilent)
Phusion DNA polymerase (Thermo
Scientific)

Sulfato de aluminio y potasio al
0.02%

Trizol (Invitrogen)
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e ZymoBIOMICS DNA/RNA
Miniprep Kit

3.1.2. Equipos y otros

e Balanza analitica e Micropipetas
e Botellones estériles de 1 L e Puntas de micropipetas con filtro
e (Camara de electroforesis e Refrigeradores
e (Campana de flujo laminar e Sonicador
e Centrifuga e Termociclador
e Espectrofotometro UV-VIS e Tubos estériles
BioSpec-nano e Vasos precipitados

e Fuente de poder

e Maiquina de hielo

3.1.3. Muestras

e Agua de Humedal la Chimba
e Membrana de filtro y osmosis de Aguas Antofagasta

® Muestra de Influenza positivas: H1, H3, 312 y 316
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3.2. Métodos

3.2.1. Muestras de filtro y membrana de osmosis de Aguas Antofagasta

Recoleccidn de 1a muestr
Las muestras de filtro y membranas de osmosis fueron facilitadas por el Dr. Fernando Silva,
docente de la Universidad de Antofagasta, quien realiza trabajos de investigacion con Aguas

Antofagasta.

Sonicacién de las muestras de membrana de filtro y osmosis

Se tomaron las muestras de filtro y membrana de osmosis y se aplicd un pulso de 70% de
amplitud para desprender toda aquella particula que pudiese estar adherida en las membranas. Se
sonico por un tiempo de 15 segundos y luego se dejo reposar por 45 segundos, asi por un total de 10

minutos.

Centrifugacion de las muestras de membrana de filtros y osmosis

La muestra se dividio en 16 tubos falcon de 50 ml, ocho tubos con muestra de filtro y ocho
tubos con muestra de membrana de osmosis. Los tubos fueron centrifugados a 4500 rpm por 15

minutos a 4°C y luego se elimind el sobrenadante. A los tubos con el precipitado se agregd
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nuevamente las muestras correspondientes y se llevo a centrifugacion bajo las mismas condiciones
que antes, eliminando el sobrenadante de todos los tubos excepto de un tubo de cada muestra. Con
ayuda de una pipeta de 1 ml, se tomo un 1 ml del sobrenadante de las muestras a las cuales no se les
elimind el sobrenadante para resuspender el precipitado de las demas muestras (con 1 ml del
sobrenadante de las muestras de membrana de filtro, se resuspendi6 el precipitado de las muestras
de filtro y con 1 ml del sobrenadante de las muestras de membranas de osmosis, se resuspendio el
precipitado de las muestras de membranas de osmosis). Esto se realizd para juntar todas las
muestras de filtro en un solo tubo de muestra y lo mismo con las muestras de membrana de osmosis.
Estos dos nuevos tubos de muestra se llevaron a centrifugar a 4500 rpm por 15 minutos, y se
eliminé el sobrenadante que quedo.

Los tubos en donde se guardaron las muestras finales se pesaron antes y después de juntar
las muestras y centrifugar para calcular el peso total de la muestra como se muestra en la tabla 3.

Finalmente, estas muestras se almacenaron a -80°C hasta su respectivo uso.

Tabla 3. Peso de los tubos antes y después de juntar las muestras y centrifugar.

Tubo Tubo con Peso total obtenido de
vacio precipitado la muestra
Peso del tubo de 1a muestra de 12.9846¢g 14.3135¢g 1.3289¢g
filtro
Peso del tubo de la muestra de 12.8741g 14.5131g 1.639¢
membrana de osmosis

Para purificar ARN de estas muestras de filtro y membrana de osmosis, se uso el
ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep Kit, y se siguieron todos los pasos descritos en el protocolo
de este kit. Se purificaron cuatro muestras en total, dos muestras de membrana de filtro, F1 y F2; y
dos muestras de membrana de osmosis, Ol y O2. Luego se midi6 la concentracion de ARN de
estas muestras en el espectrofotdmetro BioSpec-nano, y la muestra F1 fue descartada ya que se

solidificé con resina. Finalmente, las muestras se almacenaron a -80°C hasta su respectivo uso.
RT PCR de las muestras

Para la sintesis de ADN complementario de las muestras Ol, 02 y F2, se utilizo el

LunaScript RT SuperMix Kit, siguiendo todos los pasos descritos en el protocolo del kit.
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Finalmente se obtuvieron un total de cinco muestras, tres muestras y dos controles. Las muestras se

almacenaron a -80°C hasta su respectivo uso.

PCR de las muestras de membrana de filtro v osmosis

Para confirmar la presencia de Influenza en las muestras se realizd6 un PCR con los
partidores ~ MBTunil2  (5'-ACG-CGT-GAT-CAG-CAA-AAG-CAG-G-3’) 'y  MBTunil3
(5'-ACG-CGT-GAT-CAG-TAG-AAA-CAA-GG-3), los cuales amplifican para el genoma de
cualquier tipo de Influenza. Se trabajo con un total de diez muestras, cinco muestras directas y cinco
muestras diluidas en la razoén 1:20. Las muestras se rotularon como se visualiza en la tabla 4. Se
realizaron dos mezclas para PCR, mezcla A para las muestras directas y mezcla B para las muestras
diluidas indicadas en las tablas 5 y 6 respectivamente. Las condiciones para el termociclador estan
descritas en la tabla 7 y fueron las mismas para todas las muestras. Finalmente, los productos de
PCR fueron separados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% a 100 V por 40 minutos
para luego ser registrados en el equipo Gel DocTM EZ Imager con el software Image Lab 5.1

(Figura 5).

Tabla 4: Indexacion de las muestras de filtro y membrana de osmosis para el PCR.

Nombre 01 02 F2 Control no Control no
original de la RT templado
muestra
Muestras 1 1 111 v v
directas
Muestras id 1d 11id ivd vd
diluidas

Tabla 5: Mezcla para PCR de las muestras directas.

Mezcla A para PCR X1
H,O libre de nucleasas 17.25 ul
Buffer 5X 5ul
dNTPs 10 uM 0.5ul
MBTunil2 [10 uM] 0.5 ul
MBTunil3 [10 uM] 0.5ul
Polimerasa Phusion 0.25ul
cDNA 1 ul
Volumen total 25 ul

Tabla 6: Mezcla para PCR de las muestras diluidas.
| Mezcla B para PCR | X1 |
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H,O libre de nucleasas 12.25ul
Buffer 5X Sul
dNTPs 10 uM 0.5ul
MBTunil2 [10 uM] 0.5 ul
MBTunil3 [10 uM] 0.5ul
Polimerasa Phusion 0.25ul
cDNA 5ul
Volumen total 25 ul

Tabla 7: Condiciones para PCR de las muestras directas y diluidas.

Temperatura Tiempo Cantidad de Ciclos
94° C 15 seg 5 ciclos
42° C 30 seg
68° C 3 min 20 seg
94° C 15 seg 35 ciclos
57°C 30 seg
68° C 3min 20seg
68° C 5 min 1ciclo
4° C Indefinido Indefinido

3.2.2. Muestras de agua de humedal La Chimba

Recoleccion de la muestra

Las muestras se obtuvieron del humedal La Chimba, ubicado en la costa a 10 km al norte
del centro de la ciudad. Este lugar cuenta con dos vertientes de agua, vegetacion y es el hogar de
diversas especies, por lo cual, es un lugar importante para muestrear ya que es una parada

concurrida en las rutas de las aves migratorias.

Se tomaron cuatro muestras de agua del humedal La Chimba en botellones de 1 L. Se
recolectaron dos muestras de la zona ‘El Rubio’, 1A y 1B; y dos muestras de la zona ‘El
Chimbanito’, 2A y 2B. Estas muestras se guardaron posteriormente a 4°C hasta su respectivo

analisis.
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Figura 4: Mapa del humedal La Chimba.

Preparacién de la muestra para la precipitacion de virus desde muestras de agua.

Las muestras se trabajaron por duplicado. A 50 ml de muestra se le agregaron 50 pl de
Sulfato de aluminio y potasio al 0.02% y 50 ul de Leche desnatada al 0.01%, y en caso de ser
necesario se ajustd el pH a 6.5 - 7.0 con el hidroxido de sodio 1N. Luego las muestras se dejaron

toda

la

“EL RUBIO”

B

noche a temperafura ambiente para la precipitacion y al otro dia se centrifugaron a 4500 rpm por 15

minutos a 4°C.

Extraccion del material genético con trizol.

Se resuspendio el precipitado de las muestras anteriores con 1 ml de trizol y se transfirié a
un tubo de 1.5 ml, al cual se le agregd 200 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se mezcld

hasta emulsionar. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm por 5 minutos a 4°C y se transfirio la
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fase acuosa a un nuevo tubo de 1.5 ml con ayuda de una micropipeta. Se agreg6 0.5 pl de glycoblue
a las muestras y 500 pl de isopropanol, y se dejo incubando por 10 minutos a 4°C. Las muestras se
llevaron a centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C y se elimin6 el sobrenadante. El
precipitado fue lavado con etanol al 75% y centrifugado a 7500 rpm por 5 minutos a 4°C. El pellet
resultante fue resuspendido con agua de biologia molecular y se midi6 la concentracion de acidos
nucleicos con el espectrofotometro BioSpec-nano. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su

respectivo analisis.

RT PCR de las muestras

Para la sintesis de ADN complementario de las muestras, se utilizdo el LunaScript RT
SuperMix Kit, siguiendo todos los pasos descritos en el protocolo del kit. Para el control positivo se
utilizaron dos muestras positivas de influenza, una corresponde a H3 y la otra a H1, las cuales se
procesaron con el mismo kit. Finalmente se obtuvieron un total de doce muestras, ocho muestras de
agua y cuatro controles, dos controles positivos, un control no RT y un control No templado. Las

muestras se almacenaron a -80°C hasta su respectivo uso.

PCR convencional de las muestra

Estas muestras se procesaron de la misma forma que las muestras de membrana de filtro y
osmosis. Las muestras se rotularon como se muestra en la tabla 10 y se agrego6 un control negativo
(agua). Finalmente, los productos de PCR fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa
al 1% a 100 V por 40 minutos para luego ser visualizados en el equipo Gel DocTM EZ Imager con

el software Image Lab 5.1 (Figura 6y 7).

Tabla 10: Indexacion de las muestras de agua de humedal para el PCR.

Nombre original de la Muestra directa Muestra diluida
muestra

1A 1A 1Ad
1A. 1A. 1Ad.
1B 1B 1Bd
1B. 1B. 1Bd.
2A 2A 2Ad
2A. 2A. 2Ad.
2B 2B 2Bd
2B. 2B. 2Bd.
H1 H1 Hld
H3 H3 H3d
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NO RT NO RT NO RTd
NOT NOT NO Td
Control negativo H20 H20d

3.2.3. Estandarizacion de PCR con muestras positivas de Influenza

Muestras positivas de Influenza

Se utilizaron muetras de ARN total de pacientes confirmados con Influenza A, obtenidas
desde el Laboratorio Clinico de la Universidad de Antofagasta. Se trabajo con cuatro muestras
confirmadas para influenza como control positivo para la estandarizacion del PCR. Las primeras
dos muestras corresponden a influenza H1 y H3, mientras que las otras dos muestras corresponden a
Influenza A HIN1 pdm09 (312 y 316). A las cuatro muestras se les midi6 por medio de

espectrofotometria la concentracion de acidos nucleicos.

RT PCR de las muestras positivas de influenza

Antes de realizar el RT PCR de las muestras, se midio la cantidad de material genético para
los respectivos calculos de reaccion segin protocolo (Tabla 10). Para la sintesis de ADN
complementario de las muestras, se utilizé el LunaScript RT SuperMix Kit, siguiendo todos los
pasos descritos en el protocolo del kit. Se trabajaron seis muestras en total, las cuatro muestras de
influenza, H1, H3, 312 y 316 y los dos controles correspondientes, No RT y No templado. Las

muestras se almacenaron a -80°C hasta su respectivo uso.

Estandarizacién de PCR con partidores para H5 y gen M con muestras H1 y H3

En esta ocasion se utilizaron los partidores RF1151
(5’-GGA-ACT-TAC-CAA-ATA-CTG-TCA-ATT-TAT-TCA-3’) y RF1152
(5’-CCA-TAA-AGA-TAG-ACC-AGC-TAC-CAT-GA-3’) para la region H5 de influenza y también
se utilizaron los partidores RF1073 (5’-AAG-ACC-AAT-CCT-GTC-ACC-TCT-GA-3’) y RF1074
(5’-CAA-AGC-GTC-TAC-GCT-GCA-GTC-C-3") que amplifican para el gen de la matriz (gen M).
Se trabajo con un total de 10 muestras, 5 muestras con los partidores para H5 y 5 muestras con los

partidores para el gen M. Las muestras se rotularon como se visualiza en la tabla 11. Al ser
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fragmentos pequenos los que se buscaba amplificar, se us6 la enzima Gotaq green master mix 2X y

el mix para la reaccion correspondiente es el mismo para ambos partidores como se indica en la

tabla 12. Las condiciones para el termociclador estan descritas en la tabla 13 y fueron las mismas

para todas las muestras. Finalmente, los productos de PCR fueron separados por electroforesis en un

gel de agarosa al 1% a 100 V por 40 minutos para luego ser visualizados en el equipo Gel DocTM

EZ Imager con el software Image Lab 5.1 (Figura 8).

Tabla 11: Indexacion de las muestras de H1 y H3 para PCR.

Nombre H1 H3 Hi1d H3d Control
original de la (diluida) (diluida) negativo
muestra (Agua)
Partidores 1 2 3 4 5
para H5
Partidores 6 7 8 9 10
para gen M

Tabla 12: Mezcla para PCR de las muestras H1 y H3 con enzima Gotagq.

Mezcla para PCR X1
H,O0 libre de nucleasas 10 ul
Primer forward [10 uM] 0.25ul
Primer reverse [10 uM] 0.25ul

Gotaq green master mix 2X 12.5ul

cDNA 2ul
Volumen total 25 ul
Tabla 13: Condiciones para PCR de las muestras directas y diluidas.

Temperatura Tiempo Cantidad de Ciclos
95° C 10 min 1 ciclo
95° C 13 seg 35 ciclos
60° C 20 seg
72° C 40 seg
72° C 5 min 1ciclo

4° C Indefinido Indefinido
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Estandarizaciéon de PCR con partidores para MBTunil2 y MBTunil3 con muestras H1 v H3,

tilizando distintas polimerasas

En esta oportunidad se trabajo con tres polimerasas diferentes, utilizando los partidores para
amplificar el genoma completo de influenza MBTunil2 y MBTunil3 para las diferentes reacciones.
Se aumento6 la cantidad de cDNA a 5 uL en todas las reacciones y en la reaccion de la enzima
Gotaq, se aument6 la cantidad de partidores a 0.5 uL. Se trabajo un total de nueve muestras, las
cuales estan descritas en la tabla 14. Las distintas reacciones para sus respectivas enzimas se
describen en la tabla 15, 16 y 17, mientras que las condiciones de PCR se describen en la tabla 18,
siendo las mismas condiciones para los tres tipos de polimerasa. Finalmente, los productos de PCR
fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% a 100 V por 40 minutos para luego

ser visualizados en el equipo Gel DocTM EZ Imager con el software Image Lab 5.1 (Figura 9).

Tabla 14: Indexacion de las muestras de H1 y H3 para PCR con diferentes polimerasas.

Enzima H1 H3 Control
utilizada negativo
(Agua)
Gotaq green GHI1 GH3 G-
master mix
2X
Polimerasa PH1 PH3 P-
Phusion
Paq HH1 HH3 H-
Polimerasa

Tabla 15: Mezcla para PCR de las muestras Hl y H3 con partidores MBTunil2 y MBTunil3,

enzima Gotagq.

Mezcla para PCR X1
H,O libre de nucleasas 6.5 ul
MBTunil2 [10 uM] 0.5 ul
MBTunil3 [10 uM] 0.5ul
Gotaq green master mix 2X 12.5ul
cDNA 5ul
Volumen total 25 ul
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Tabla 16: Mezcla para PCR de las muestras H1 y H3 con partidores MBTunil2 y MBTunil3,

enzima Phusion.

Mezcla para PCR X1
H,O libre de nucleasas 13.25 ul
Buffer 5X Sul
dNTPs 10 uM 0.5 ul
MBTunil2 [10 uM] 0.5 ul
MBTunil3 [10 uM] 0.5ul
Polimerasa Phusion 0.25ul
cDNA S5ul
Volumen total 25 ul

Tabla 17: Mezcla para PCR de las muestras H1 y H3 con partidores MBTunil2 y MBTunil3,

enzima Paq polimerasa.

Mezcla para PCR X1
H,O libre de nucleasas 37.1ul
10X Buffer S5ul
dNTPs 10 uM 0.4 ul
MBTunil2 [10 uM] 1 ul
MBTunil3 [10 uM] 1 ul
Paq polimerasa 0.5ul
cDNA 5ul
Volumen total 50 ul

Tabla 18: Condiciones para PCR de las muestras H1 y H3 con distintas polimerasas.

Temperatura Tiempo Cantidad de Ciclos

94° C 30 seg 5 ciclos

45° C 30 seg

68° C 3 min

94° C 30 seg 31 ciclos

57° C 30 seg

68° C 3 min

4° C Indefinido Indefinido
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Estandarizacion de PCR con partidores para MBTunil2 v MBTunil3 con muestras H1, H3. 312 vy

316 utilizando los parametros descritos en un paper

Se realizaron pequefios cambios en la metodologia, utilizando como referencia lo descrito
por (Diefenbacher et al., 2022). Se aument6 la cantidad de cDNA a 10 uL en la reaccion, y también
se aumento la concentracion final de los partidores. Se trabajo un total de cinco muestras, las cuales
estan descritas en la tabla 19. Se decididé continuar trabajando con la enzima Phusion, y los
volimenes de reaccion estan descritas en la tabla 20. Las condiciones de PCR estan descritas en la
tabla 21. Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% e a
80 V por 40 minutos para luego ser visualizados en el equipo Gel DocTM EZ Imager con el

software Image Lab 5.1 (Figura 10).

Tabla 19: Indexacion de las muestras de H1, H3, 312 y 316 para PCR con enzima Phusion.

Nombre Como fue
original de la rotulada
muestra
H1 Hl
H3 H3
312 312
316 316
Control )
negativo
(Agua)

Tabla 20: Mezcla para PCR de las muestras H1, H3,312 y 316 con partidores MBTunil2 y

MBTunil3, enzima Phusion.

Mezcla para PCR X1
H,O libre de nucleasas 6.75 ul
Buffer 5X Sul
dNTPs 10 uM 0.5ul
MBTunil2 [10 uM] 1.25 ul
MBTunil3 [10 uM] 1.25 ul
Polimerasa Phusion 0.25ul
cDNA 10 ul
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Volumen total

25 ul

Tabla 21: Condiciones para PCR de las muestras H1, H3, 312 y 316 con enzima Phusion.

Temperatura Tiempo Cantidad de Ciclos
98° C 30 seg 1 ciclo
98° C 10 seg 35 ciclos
58° C 20 seg
72° C 3 min
72° C 10 min 1ciclo
4° C Indefinido Indefinido

Estandarizacién de PCR con

idores MBTunil2 v MBTunil nm
r Thermo Fisher

rametr ntr

ras H1, H3 312

1

Se introdujeron la secuencia de los partidores en la pagina de Thermo Fisher y se seleccion6

la enzima Phusion para calcular la temperatura de alineamiento adecuada para el PCR, y gracias al

resultado obtenido, se modificaron las condiciones de PCR como se indica en la tabla 22, mientras

que los volumenes de los reactivos para la reaccion son los descritos anteriormente en la tabla 20.

Se trabajo un total de cinco muestras, las cuales estan rotuladas como se muestra en la tabla 19.

Finalmente, los productos de PCR fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%

a 80 V por 40 minutos para luego ser visualizados en el equipo Gel DocTM EZ Imager con el

software Image Lab 5.1 (Figura 11).

Tabla 22: Condiciones para PCR de las muestras H1, H3, 312 y 316 con enzima Phusion, Thermo

Fisher.
Temperatura Tiempo Cantidad de Ciclos

95° C 3 min 1 ciclo

95° C 30 seg 35 ciclos
65.8° C 30 seg

68° C 3 min

68° C 3 min 1ciclo

4° C Indefinido Indefinido
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Estandarizacion de PCR con partidores MBTunil2 vy MBTunil3 con muestras 312 y 316, con

aumento en la cantidad de partidores.

Se trabajo con la enzima Phusion, utilizando los partidores para amplificar el genoma
completo de influenza MBTunil2 y MBTunil3, aumentando su concentracion final en la reaccion a
1uM. Se trabajo un total de tres muestras, las cuales estan descritas en la tabla 23. La reaccion se
describe en la tabla 24, mientras que las condiciones de PCR se describen en la tabla 25,
modificando la cantidad de ciclos a 40. Finalmente, los productos de PCR fueron separados por
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% a 80 V por 40 minutos para luego ser visualizados en el

equipo Gel DocTM EZ Imager con el software Image Lab 5.1 (Figura 12).

Tabla 23: Indexacion de las muestras de 312 y 316 para PCR con enzima Phusion.

Nombre Como fue
original de la rotulada
muestra
312 312
316 316
Control ()
negativo
(Agua)

Tabla 24: Mezcla para PCR de las muestras 312 y 316 con partidores MBTunil2 y MBTunil3,

enzima Phusion.

Mezcla para PCR X1

H,O libre de nucleasas 9.25 ul

Buffer 5X 5ul
dNTPs 10 uM 0.5ul
MBTunil2 [10 uM] 2.5ul
MBTunil3 [10 uM] 2.5ul
Polimerasa Phusion 0.25ul

cDNA S5ul
Volumen total 25 ul
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Tabla 25: Condiciones para PCR de las muestras 312 y 316 con enzima Phusion.

Temperatura Tiempo Cantidad de Ciclos
95° C 3 min 1 ciclo
95° C 30 seg 40 ciclos
65.8° C 30 seg
68° C 3 min
68° C 3 min 1ciclo
4° C Indefinido Indefinido

Estandarizacion de PCR con partidores MBTunil2 y MBTunil3 sin muestras para visualizar la

dimerizacion de partidores.

Para visualizar la dimerizacion de los partidores MBTunil2 y MBTunil3, se realizaron tres

reacciones diferentes con los partidores a distintas concentraciones finales (0.2 uM, 0.5 uM y 1 uM)

sin la adicion de muestra a la reaccion (Tabla 26). Se trabajo un total de tres muestras, las cuales

estan descritas en la tabla 27. Las condiciones de PCR son las descritas en la tabla 25. Finalmente,

los productos de PCR fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% a 80 V por

40 minutos para luego ser visualizados en el equipo Gel DocTM EZ Imager con el software Image

Lab 5.1 (Figura 13).

Tabla 26: Mezcla para PCR para visualizar la dimerizacion de los partidores MBTunil2 y

MBTunil3.
Mezcla para PCR X1 (0.2 uM) X2 (0.5 uM) X3 (1 uM)
H,O libre de nucleasas 18.25 ul 16.75 ul 14.25 ul
Buffer 5X Sul Sul S5ul
dNTPs 10 uM 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul
MBTunil2 [10 uM] 0.5ul 1.25ul 2.5ul
MBTunil3 [10 uM] 0.5 ul 1.25ul 2.5ul
Polimerasa Phusion 0.25 ul 0.25 ul 0.25 ul
Volumen total 25ul 25 ul 25ul
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Tabla 27: Indexacion de las reacciones para la dimerizacion de partidores.

Nombre de Como fue
la reaccion rotulada
X1 0.2
X2 0.5
X3 1

3.2.4. PCR de las muestras de de filtros y membrana de osmosis; y muestras de agua
de humedal.

Se repitio el PCR realizado a las muestras de filtro y membrana de osmosis, como también a
las muestras de agua de humedal La Chimba, para hacer la comparativa respecto al primer PCR que
se realizé a estas muestras. Se trabajaron nueve muestras en total, las cuales se rotularon como se
describe en la tabla 28. La reaccion de PCR se muestra en la tabla 29 y las condiciones de PCR son
las descritas en la tabla 25. Finalmente, los productos de PCR fueron separados por electroforesis en
un gel de agarosa al 1.5% a 80 V por 40 minutos para luego ser visualizados en el equipo Gel

DocTM EZ Imager con el software Image Lab 5.1 (Figura 14).

Tabla 28: Indexacion de las muestras de membrana de filtro y osmosis, y muestras de agua de

humedal para PCR con enzima Phusion.

Nombre Como fue
original de la rotulada
muestra
Control +)
positivo
(Muestra
influenza H1)
1 (0osmosis) 01
11 (0SMosis) 02
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iii (filtro) F2
1A (humedal) 1A
1B (humedal) 1B
2A (humedal) 2A
2B (humedal) 2B

Control ()
negativo
(Agua)

Tabla 29: Mezcla para PCR de las muestras de membrana de filtro y osmosis, y muestras de agua

de humedal La Chimba con enzima Phusion.

Mezcla para PCR X1
H,O libre de nucleasas 11.75 ul
Buffer 5X 5ul
dNTPs 10 uM 0.5 ul
MBTunil2 [10 uM] 1.25ul
MBTunil3 [10 uM] 1.25 ul
Polimerasa Phusion 0.25ul
cDNA Sul
Volumen total 25ul
4. Resultados

4.1. Muestras de filtro y membranas de osmosis de Aguas Antofagasta

Resultado de la purificacion de ARN de las muestras de filtro y membranas de osmosis

Tabla 8. Resultados obtenidos con el espectrofotdmetro BioSpec-nano.

Nombre de la ARN (ng/ul) 0D260/280 0D260/230

muestra
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ol 51.54 2.05 0.72
2 36.20 212 0.79
F2 17.32 2.14 0.98

Resultado de PCR de las muestras de filtro v membrana de osmosis visualizados en un

el de
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Figura 5: Electroforesis

agarosa

en matriz de agarosa donde se visualizan los productos de PCR de las muestras directas y diluidas
de las membranas de filtro y osmosis. Las muestras i, ii, iii corresponden las muestras O1, O2 y F2
respectivamente, mientras que las muestras iv corresponde al control no RT y la muestra v al control
no templado. Las muestras id, iid, iiid, ivd y vd corresponden a la dilucion de las muestras

anteriores.

4.2. Muestras de agua de humedal La Chimba

Resultado de la purificacion de ARN de las muestras de agua de humedal la Chimba

Tabla 9. Resultados obtenidos con el espectrofotometro BioSpec-nano.

Nombre de la ARN (ng/ul) 0D260/280 0D260/230
muestra
1A 66.88 1.29 0.30
1A, 1325.95 1.40 0.41
1B. 1195.54 1.48 1.36
1B 345.79 1.17 1.21
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2A 803.86 1.28 028
2A. 94551 1.44 030
2B 335.69 127 0.22
2B. 395.53 1.30 1.17

Resultado de PCR de las muestras de agua de Humedal .a Chimba visualizados en un gel de
agarosa
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Figura 6: Electroforesis en
matriz de agarosa donde se
visualizan los productos PCR de las muestras directas de agua de Humedal La Chimba. Las
muestras se trabajaron por duplicado, 1A y 1B corresponden a las muestras tomadas en la zona ‘El
Rubio’ del Humedal La Chimba, y las muestras 2A y 2B corresponden a las muestras tomadas en la
zona ‘El Chimbanito’. H1 y H3 son los controles positivos, mientras que los controles negativos son
No RT, No T (no templado) y H20 (agua).

250 PP S
100 VJ\‘
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Figura 7: Electroforesis en matriz de agarosa donde se visualizan los productos de PCR de las
muestras diluidas de agua de Humedal La Chimba. Las muestras se trabajaron por duplicado, 1Ad y
1Bd corresponden a la dilucion de las muestras tomadas en la zona ‘El Rubio’ del Humedal La
Chimba, y las muestras 2Ad y 2Bd corresponden a la dilucion de las muestras tomadas en la zona
‘El Chimbanito’. H1d y H3d son la dilucion de los controles positivos, mientras que la dilucion de
los controles negativos son No RTd y No Td (no templado).

4.3. Estandarizacion de PCR con muestras positivas de Influenza

Resultado de la concentracion de ARN de las muestras de influenza positivas.

Tabla 30: Concentraciones

de

espectrofotometro BioSpec-nano.

las

muestras de Influenza positivas obtenidas con el

Nombre de la A ng/ul D260/2 D260/2
muestra
HL 14.27 2.00 0.34
H3 15.79 2.11 0.64
312 10.21 2.36 0.48
316 5.39 1.80 0.35

Resultado estandarizacién de PCR con partidores para H5 v gen M con muestras H1 y H3
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Figura 8: Electroforesis en matriz de agarosa donde se visualizan los productos de PCR de las
muestras positivas de influenza H1 y H3 con partidores para H5 y gen M. Las muestras 1,2,3,4y 5
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fueron trabajadas con los partidores para HS, donde 1 corresponde a H1, 2 corresponde a H3, 3
corresponde a la dilucion de HI1, 4 corresponde a la dilucion de H3 y 5 corresponde al control
negativo. Las muestras 6, 7, 8, 9 y 10 fueron trabajadas con los partidores para el gen M, donde 6
corresponde a H1, 7 corresponde a H3, 8 corresponde a la dilucién de H1, 9 corresponde a la
dilucién de H3 y 10 corresponde al control negativo.

Resultados estandarizacion de PCR con partidores para MBTunil2 v MBTunil3 con muestras H1 y

H3. utilizando distintas polimerasas
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Figura 9: Electroforesis en matriz de agarosa donde se visualizan los productos de PCR de las
muestras positivas de influenza H1 y H3 con partidores MBTunil2 y MBTunil3. Las muestras
GHI1, GH3 y G- fueron trabajadas con la enzima Gotaq green master mix y corresponden a las
muestras H1, H3 y control negativo respectivamente. Las muestras PH1, PH3 y P- fueron trabajadas
con la enzima Phusion y corresponden a las muestras H1, H3 y control negativo respectivamente.
Por ultimo, las muestras HH1, HH3 y H- fueron trabajadas con la enzima Paq polimerasa y
corresponden a las muestras H1, H3 y control negativo respectivamente.
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Figura 10: Electroforesis en matriz de agarosa donde se visualizan los productos de PCR de las
muestras positivas de influenza H1, H3, 312, 316 y (-) que corresponde al control negativo con
partidores MBTunil2 y MBTunil3, utilizando parametros descritos en un paper.

Resultados estandarizacion de PCR con partidores para MBTunil2 vy MBTunil3 con muestras H1

H3. 312 v 316 utilizando los parametros entregados por Thermo Fisher
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Figura 11: Electroforesis en matriz de agarosa donde se visualizan los productos de PCR de las
muestras positivas de influenza H1, H3, 312, 316 y (-) que corresponde al control negativo con
partidores MBTunil2 y MBTunil3, utilizando parametros descritos entregados por Thermo Fisher.

Resultado estandarizacion de PCR con partidores MBTunil2 v MBTunil3 con muestras 312 v 316,
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Figura 12: Electroforesis en matriz de agarosa donde se visualizan los productos de PCR de las
muestras positivas de influenza 312, 316 y (-) que corresponde al control negativo con partidores
MBTunil2 y MBTunil3, con aumento en la cantidad de partidores.

visualizar la dimerizacion de partidores.

10,000

8,000
6,000
5,000 '
4,000
3,000
—
—— .
-

i

1,500

1,000
750

500

250 S Qr o
100

||

Figura 13: Electroforesis en matriz de agarosa donde se visualizan los productos de PCR de la
dimerizacion de los partidores MBTunil2 y MBTunil3 a distintas concentraciones finales dentro de
la reaccion. Las muestras 0.2, 0.5 y 1 corresponden a la reaccion de PCR con concentracion final de
partidores de 0.2 mM, 0.5 Mm y 1mM respectivamente.

Resulta 1 PCR de las muestra: membrana de filtr mosis; v muestra agua
humedal.
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Figura 14: Electroforesis en matriz de agarosa donde se muestran las muestras de filtros y
membrana de osmosis; y muestras de agua de humedal con las condiciones de PCR estandarizadas.
El control positivo corresponde a la muestra H1, O1 y O2 son las muestras de membrana de
osmosis mientras que F2 corresponde a la muestra de filtro. 1A, 1B, 2A y 2B son las muestras de
agua tomadas en el Humedal La Chimba y el control negativo es agua.

5. Discusion

Los acidos nucleicos son moléculas acidas de carga negativa, y para su estudio es necesario
que se aisle de otros componentes celulares como proteinas o lipidos. Para esto es necesario hacer
una cuantificacion de 4acidos nucleicos, y entre los métodos mas utilizados estd la
espectrofotometria. E1l ADN o ARN presentan una absorcién maxima de luz a una longitud de 260
nm, las proteinas absorben luz a una longitud de 280 nm y los componentes fendlicos o sales tienen
una absorbancia de 230 nm. Es por esto que, para validar la pureza del ADN o ARN, se divide la
densidad optica (OD) obtenida para la muestra de material genético por la OD de interés. Para el
ARN un OD 260/280 se considera optim6 cuando su valor es cercano o igual a 2.0, y un OD
260/230 se considera optimo cuando su valor varia entre 2.0 - 2.2, y en ambos casos, si las

relaciones son menores, es porque hay presencia de contaminantes (Salazar Montes et al., 2013).

Respecto a los resultados obtenidos, al hacer el analisis de la tabla 8, donde se muestran la
concentracion de ARN obtenido de las muestras de membranas de filtro y osmosis tras la

purificacion de material genético y también muestra los valores para OD260/280 y 260/230,
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podemos ver que a pesar de haber obtenido concentraciones de ARN relativamente bajas, no hay
gran contaminacion con proteinas ya que todos los valores de la relacion OD260/280 son cercanos a
2.0, pero si hay contaminacion por compuestos fenolicos o sales ya que los valores de la relacion

0D260/230 estan alejados del rango 6ptimo.

En el caso de los resultados obtenidos para la purificacion de ARN en las muestras de agua
de humedal (tabla 9), las concentraciones de material genético son altas a excepcion de la muestra
1A, pero a diferencia de la purificacion de ARN de las muestras de membrana de filtros y osmosis,
la relacion OD260/280 muestra que hay presencia de contaminacidon por proteinas, al igual la

relacion OD260/230 muestra contaminacion por compuestos fendlicos o sales.

Esta diferencia entre la purificacion de las muestras de membranas y las de agua, podria
deberse a diversos factores. El primero podria ser porque ambas muestras fueron tratadas de forma
diferente para la purificacion. Las muestras de membrana de filtros y osmosis fueron tratadas con
un kit comercial mientras que las muestras de agua de humedal fueron tratadas por el método de
precipitacion por Trizol, por lo que quizas fue necesario haber realizado una segunda purificacién
de ARN o hacer un segundo lavado con etanol para eliminar de forma adecuada los compuestos
fendlicos restantes. El otro factor podria deberse a que las muestras de agua de humedal son
muestras ambientales, y contienen todo tipo de microorganismos o contaminantes, lo que las hace

mas complejas a la hora de trabajar.

Los partidores MBTunil2 y MBTunil3 son partidores capaces de amplificar todo el
genoma de influenza tipo A por sus extremos conservados. Al realizar la PCR deberian visualizarse
8 segmentos de influenza, los cuales corresponden a NS (0.9 kb), M (1.0 kb), NA (1.4 kb), NP (1.6
kb) HA (1.8 kb), PA (2.2 kb), PB1 (2.3 kb) y PB2 (2.3 kb). Esto se puede apreciar visualmente en la
figura 15, la cual nos muestra el genoma de referencia de Influenza tipo A de origen animal ( Zhou

et al., 2009).
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Swine __ Avian _ Eg. H1N1 H5N1
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Figura 15: Imagen referencial del genoma de influenza A.

Al analizar los resultados obtenidos de todos los productos de PCR corridos en los distintos
geles, notamos que absolutamente ningin gel se ve como en la imagen de referencia, esto puede
deberse a diversos factores, entre los cuales podemos encontrar: El disefio o eleccion de los
cebadores, la cantidad de ADN utilizada no tiene relevancia, la concentracion de los cebadores no
es la adecuada, la calidad del ADN y el programa de amplificacion del termociclador (Méndez et
al.,, 2004). Aun asi, en algunos geles se puede visualizar bandas que podrian corresponder a los
segmentos de interés, como se muestra en la figura 6, donde las muestras 1A, 1B, Hl y H3
muestran bandas de 1.0 kb aproximadamente, por lo cual podria tratarse del segmento M. En la
misma figura, hay muestras que muestran bandas entre los 1.5 kb a 2.0 kb, por lo que podria tratarse
del segmento NA, NP o HA. En la figura 8, se utilizaron partidores para H5 y el gen M en muestras
positivas de Influenza. Los partidores para HS5 no debieron amplificar ya que son partidores
especificos para ese linaje de influenza, pero los partidores para el gen M debian mostrar una

amplificacion de una banda de 1.0 kb, la cual se puede observar claramente en la muestra 6 y 9.

Por otro lado, también se puede observar una amplificacion en los controles negativos
utilizados. Esas amplificaciones pueden deberse a dimeros formado por los mismos cebadores. Es
por ello que se decidi6 realizar un PCR sin muestra y con distintas concentraciones de partidores,
para ver si a mayor concentracion se encontraban bandas mas marcadas, lo que puede confirmarse
en la figura 13. Complementario a ello, se introdujeron las secuencias de los partidores MBTunil2 y

MBTunil3 a la pagina IDT DNA para hacer un analisis de estos partidores, y se confirm6 que el
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primer MBTunil2 es capaz de formar dimeros, lo que podria interferir en el PCR y bajar la

efectividad de la polimerasa.

La baja eficiencia obtenida en la amplificacion de las muestras tanto ambientales como las
muestras de influenza positivas puede deberse a factores que requieren optimizacion, como las
concentraciones empleadas en las reacciones de PCR, las condiciones de PCR o el volumen de
muestra a utilizar. Si bien se utilizaron condiciones estandar reportadas por otros autores
(Diefenbacher et al., 2022) , es posible que para el tipo de muestras ambientales utilizadas en este

trabajo requiera de ajustes en los parametros.

Al comparar los resultados obtenidos con otros estudios de deteccion de influenza aviar en
muestras de agua, se observa que también hay reportes de una amplificacion ineficiente. Segin el
trabajo publicado por (Hénaux et al., 2012), obtuvieron una baja tasa de deteccion del virus en
muestras de agua ambiental provenientes de un lago, lo cual se le atribuye a la posible degradacion

del material genético.

Para mejorar la sensibilidad de la técnica de deteccion por medio de PCR, se podria probar
el uso de distintos partidores como aquellos que amplifican para el gen M, ya que es una secuencia
altamente conservada entre distintas cepas de influenza (Krauss, 2004). Los partidores MBTunil2 y
MBTunil3 al amplificar toda la longitud del genoma, podrian ser propensos a la inhibicion y a la

inespecificidad.

Otra de las razones por la cual no hay amplificacion en las muestras de agua como se
esperaba, es por la calidad de la muestra, ya que hay sustancias presentes en las muestras de agua
ambientales capaces de inhibir la PCR. Estés sustancias son aquellas que posean grupos fendlicos
libres, los cuales tienen la capacidad de oxidarse para formar quinonas que inactivan la polimerasa,
bajando su eficiencia (Poma et al., 2012). Esto, es muy posible analizando la relacion OD260/230
de todas las muestras trabajadas, ya que los resultados indican una clara contaminacién por

compuestos fendlicos y sales.

Finalmente, podrian implementarse extracciones de material genético de las muestras
ambientales con nuevos kits comerciales especificos para este tipo de muestras o la incorporacion
de controles internos para la amplificacion. Otra opcidon también podria ser implementar el uso de
PCR en tiempo real para la deteccion del virus, ya que esta técnica permitiria una cuantificacion

mas sensible y precisa de los segmentos amplificados (Fereidouni et al., 2010)
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6. Conclusiones

Se logro hacer el muestreo en zonas estratégicas de Antofagasta como lo es el humedal
La Chimba gracias a la colaboracion con la fundacion Kennedy. Este humedal es un lugar muy
concurrido por aves migratorias que tienen constante contacto con el lugar y los diferentes

organismos y microorganismos que habitan alli.

Se logr6 concentrar y precipitar virus y purificar material genético desde muestras de
agua, obteniendo muy buenas concentraciones de acidos nucleicos. Sin embargo, es necesario
optimizar este proceso para disminuir la contaminacion por compuestos que pudiesen inhibir la

PCR.

A pesar de los diversos ensayos realizados, atin no se han encontrado las condiciones
optimas para la deteccion del virus de la influenza aviar por medio de PCR, por ello es
necesario continuar con los experimentos para encontrar las concentraciones de reactivos

adecuadas, y condiciones de PCR en el termociclador.

Si bien atn no se logra estandarizar un protocolo para la deteccion de influenza aviar en
muestras ambientales, este trabajo permitié sentar las bases metodologicas e identificar los
principales desafios para el analisis de las muestras ambientales. La estandarizacion de este
protocolo seguira siendo objetivo de investigacion, ya que es crucial para lograr una vigilancia

efectiva de este virus y poder prevenir potenciales brotes pandémicos.
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