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RESUMEN

La influenza es causada por un virus de RNA segmentado con envoltura, cadena
simple y sentido negativo, perteneciente a la familia Orthomyxoviridae. Se lo clasifica en tres
tipos A, B 'y C.; siendo el tipo A el Unico capaz de infectar de forma natural a las aves. Por ser
una enfermedad que posee repercusiones econdémicas y sanitarias, la influenza es de
importancia para la salud publica mundial por lo cual forma parte de la lista de enfermedades
de notificacion obligatoria para la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE). Debido a
este motivo, la presencia del virus de influenza tipo A constituye una barrera para el comercio
entre paises. Hasta el momento en el Ecuador no se ha desarrollado un estudio que cuente con
las herramientas de diagndstico suficientemente sensibles y especificas para demostrar su
ausencia. El objetivo de este estudio fue realizar la estandarizacion de la prueba de rRT-PCR
utilizando tecnologia Tagman para identificar el gen M de influenza tipo A en muestras
traqueales provenientes de aves con sintomatologia respiratoria de todo el pais. Se realizaron

137 pruebas obteniéndose resultados negativos en todos los analisis.

Palabras claves: influenza tipo A, gen M, rRT-PCR.



ABSTRACT

Influenza is a disease caused by a segmented RNA virus enveloped, single-stranded
and negative sense, belonging to the Orthomyxoviridae family. It is classified into three types
A, B and C, in which the A type, is the only one capable of naturally infect birds. It is a
disease of worldwide public health concern due to its economic and health impacts, therefore,
is part of the list of reportable diseases to the World Organization for Animal Health (OIE).
The presence of influenza A virus represents a barrier of trade between countries. So far
Ecuador has not developed a study with adequate diagnostic tools to demonstrate the absence
of the virus in the country. The purpose of this study is to standardize an rRT-PCR test using
TagMan technology to identify the M gene of influenza type A using tracheal samples from
poultry with respiratory symptoms throughout the country. Yield 137 trials were conducted for

all negative results.

Key words: influenza type A, M gene, rRT-PCR.
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INTRODUCCION

En el ultimo Censo Nacional Avicola realizado en el afio 2006 se determind que la
poblacion aviar tecnificada del Ecuador era de alrededor de 28.465.585 animales entre pollos
broiler, reproductoras pesadas, reproductoras livianas y ponedoras (Ministerio Agricultura,

Ganaderia, Acuacultura y Pesca, 2006).

El aumento en el consumo per cépita de carne de pollo y huevos en el pais demuestran
la preferencia que tiene el consumidor para estos. En el afio 2000 se estimaba que el consumo
anual per cépita de carne de pollo era de 12 kg y 90 huevos (Orellana, 2007) mientras que para

el aflo 2012 el consumo se incremento a 32 kg y 140 huevos (ALA,2012).

Debido a que en la produccion avicola se condensa gran nimero de aves en espacios
relativamente pequefios, la susceptibilidad de los animales a contraer enfermedades es alta. Si
bien, las de mayor importancia productiva y econdmica han sido controladas mediante
estrictos programas de bioseguridad y planes de vacunacion, existen otras, como el caso de
influenza aviar, que a pesar del interés y preocupacion mundial no ha suscitado interés en el

pais (CONAVE, 2006).

La Influenza es una enfermedad causada por un virus de RNA segmentado con
envoltura, cadena simple y sentido negativo, perteneciente a la familia Orthomyxoviridae
(Steinhauer y Skehel, 2002). Se lo clasifica en tres tipos: (géneros) A, B 'y C (Jong y Hien,
2006). Dentro de los cuales el tipo A, es el unico capaz de infectar de forma natural a las aves
y de las que ha aislado virus con distintas combinaciones de glicoproteinas de superficie
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) (Matrosovich, 2000) razén por la cual a este tipo

de virus se lo conoce como influenza aviar (Causey, 2012).
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El genoma del virus de influenza aviar esta constituido por ocho segmentos: 1, 2y 3
codifican las proteinas PB2 (Polymerase Basic 2), PB1 (Polymerase Basic 1) y PA
(Polymerase Acidic) respectivamente y cumplen la funcion de RNA polimerasa. Los
segmentos 4, 5 y 6 codifican las proteinas HA (Hemaglutinina), NP (Nucleo proteina) y NA
(Neuroaminidasa) en ese orden, las que cumplen una funcion estructural. EI segmento 7
codifica la proteina de matriz M1 que sirve como barrera de separacion entre el complejo de
RNP y las proteinas de la membrana ademas de cumplir un funcién importante en el ensamble
y liberacion de las particulas virales (Furuse et al, 2009); y la proteina M2 que se encuentra en
la superficie de la envoltura y forma un canal i6nico para la entrada de protones al virus lo que
conduce a la separacion de la nucleocapside, finalmente el segmento 8 codifica las proteinas
no estructurales NS1 y NS2 relacionadas con el ensamblaje del virus y la respuesta antiviral

respectivamente (Noda, 2006) .

El mecanismo de infeccion inicia con la interaccién de la glicoproteina HA y el acido
sidlico en la superficie de la célula seguida de una endocitosis y luego la fusion de la envoltura
viral y la membrana del endosoma, la cual se logra gracias a la acidificacion del interior del
virus mediado por una bomba de protones (proteina M2) (Betakova, 2007). Esta disminucion
del pH ocasiona un cambio conformacional de la glicoproteina HA que invade las membranas
virales y celular causando la liberacion del nucleocapside en el citoplasma celular
(Cross, Burleigh y Steinhauer, 2001). Este complejo de RNPs se encuentra formado por: la
nucleo proteina (NP) encargada de envolver al RNA logrando que este tome una estructura de
forma helicoidal y por el complejo de RNA polimerasa dependiente de RNA compuesto por
las subunidades: “polymerase basic 1” (PB1), “polymerase basic 2” (PB2) y polymerase acidic

protein (PA). (Fodor y Brownlee, 2002).
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El complejo es transportado hacia el nucleo para la sintesis de tres tipos de RNA
mediante la ayuda del complejo de RNA polimerasa viral dependiente de RNA. Una
trascripcién primaria se encarga de la formacion de mRNA el cual servirad para dar origen a la
sintesis de las proteinas virales. La transcripcion secundaria tiene como objetivo producir
copias de RNA viral complementario (CRNA) con sentido positivo que se utilizaran como
molde para dar origen a la transcripcion terciaria de RNA viral (VRNA) el cual es
posteriormente transportado hacia el citosol para formar parte del ensamblaje de nuevas

particulas virales (Portela y Digard, 2002)

Las sintesis de las proteinas de superficie HA, NA y M2 comienza en los ribosomas
del cual son posteriormente transportadas hacia el reticulo endoplasméatico en donde son
dobladas en trimeros y tetrameros, a continuacion pasan por el aparato de Golgi y son llevadas
hacia la membrana plasmaética de la célula. A diferencia de las proteinas del nicleo RNP y M1
que son sintetizadas y plegadas enteramente en el citosol. Tras la interaccion y ensamblado de
todos los componentes virales se produce la salida del virus, durante la cual, la proteina NA
remueve el acido sialico que mantienen unidos a las particulas virales con la célula infectada,

permitiendo asi la liberacion de las mismas en el tracto respiratorio (Bouvier y Palese, 2008).

Los sintomas de influenza en aves domésticas son variados y dependen de la virulencia
del virus infectante; un virus de baja patogenicidad puede no producir signos aparentes o
cursar como una afeccion respiratoria leve con una ligera caida en la produccion de huevos
mientras que un virus de alta patogenicidad produce una considerable disminucién en la
produccién de huevos, ronquidos, lagrimeo, sinusitis, cianosis, edema de cabeza, diarrea,

afecciones nerviosas y un incremento en la mortalidad (Horimoto y Kawaoka, 2001). La
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Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) considera como un virus altamente
patogénico (HPAI) a aquel capaz de causar mortalidades mayores al 75% en aves de 4-6
semanas inoculadas por via intravenosa en un lapso de 10 dias, de no cumplirse estas
condiciones se estaria frente a un virus de baja potogenicidad (LPAI). La declaracion de la

enfermedad esté orientada especificamente a los subtipos H5 y H7 (Capua y Alexander, 2004)

El virus de influenza aviar es zoonosico, y al igual que con las aves, distintos virus
presentan diversos grados de virulencia. Adicionalmente el virus presenta dos fendmenos de
cambio antigénico: la deriva genética (“antigenic drift”) causada por la acumulacién de
mutaciones durante el proceso de replicacion (Suarez, 2000), las que causan pequefias
variaciones en los aminoacidos que forman la proteina viral particularmente la HA (Suarez y
Schultz-Cherry, 2000) y la recombinacién o cambio genético (“reassortment” o “antigenic
shift”) causado por un intercambio de segmentos gendmicos entre dos cepas virales. Este
ultimo proceso tiene lugar cuando dos virus de influenza diferentes invaden a una misma
celula simultdneamente causando asi que la formacién de nuevas particulas virales contenga
genes tanto de uno como de otro. El reordenamiento puede dar lugar tanto a nuevos tipos
como subtipos de virus de influenza asi como también a la formacion de hibridos que
contengan proteinas de influenza aviar, canina, equina, humana, etc (Spicker, 2009) (Thomas

y Noppenberger, 2007).

La capacidad de producir epidemias se asocia a factores tales como el desarrollo
mundial del comercio, los mercados de aves vivas (principalmente las aves silvestres) las
cuales son portadores asintomaticos de cepas virales de baja patogenicidad (Kilpatrick et al.,

2006). La participacion del humano dentro del proceso de propagacion del enfermedad a causa
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de malas practicas de crianza en las que se mantienen multiples especies domesticas dentro de
una misma granja o por las deficientes barreras de bioseguridad que no evitan el contacto entre
especies silvestres y domesticas son factor que debe ser también considerados (Alexander

2000).

La transmision del virus se da a través del contacto directo con secreciones de aves
infectadas, especialmente a través de las heces, en donde se ha encontrado que el virus puede
permanecer viable en un rango de temperaturas desde 25°C por 2 dias hasta a 4°C
(Shortridge, 1998) durante 35 dias. La diseminacion también puede ser indirecta a través de

vehiculos, equipo, pienso y jaulas contaminadas (OIE, 2002)

La influenza aviar es una enfermedad con gran poder de difusion, que ocasiona
elevadas pérdidas socioecondmicas y serias repercusiones en el comercio internacional (Capua
y Alexander, 2006). Por tal razén la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) la ha
considerado dentro de su lista de enfermedades de notificacion obligatoria. Esta misma
institucion ha estimado importante realizar una distincion del subtipo viral conforme a la

severidad de su presentacion.

El virus de Influenza fue identificado por primera vez en aves acuaticas silvestres en
Italia en 1878 y desde entonces se conoce que estos animales son portadores asintomaticos
permitiendo asi su distribucion y adaptacion a nuevos hospedadores (Ligon et al., 2005). A
consecuencia de la alerta por la aparicion de influenza aviar en el afio 2003, las medidas de
control sanitario han aumentado en la mayoria de los paises por el temor del ingreso de la
enfermedad, comprometiendo asi las relaciones comerciales entre los mismos (Salles, 2006).

La enfermedad toma importancia en la actualidad debido a los primeros brotes reportados en
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aves de corral en Asia entre los afios 2003- 2004 (FAO, 2006) que causaron alarma debido a la
rapidez con la que se propagd entre continentes. Las principales instituciones de control
sanitario consideraron conveniente el desarrollo de planes de prevencién y control por medio

del diagnostico temprano de la enfermedad.

Segun reportes de la FAO en el continente americano el virus de influenza aviar se ha
detectado en Guatemala, El Salvador y México para el subtipo de baja patogenicidad H5N2 y
en el caso de este ultimo pais a finales de 1994 y principios de 1995 el mismo subtipo pero de
alta patogenicidad fue eliminado; en Chile en el afio 2003 se identific6 y elimind el subtipo de
baja y alta patogenicidad H7N3, mientras que en Colombia en el afio 2005 se elimino el virus
HON2 (FAO, 2007). Durante junio del 2012 como lo menciona un reporte de la FAO en el
distrito de Jalisco, México se ha detectado un brote del subtipo H7N3 de alta patogenicidad
que ha llevado a la eliminacion de mas de 4.9 millones de aves, a la cuarentena de 9.3
millones méas y a 80 millones de dosis vactnales aplicadas. Con esto se confirma que el virus

de Influenza aviar es una amenaza latente para el continente americano (FAO, 2012).

En el Ecuador fue implementado un plan piloto de buenas préacticas para la produccion
avicola en zonas de riesgo de Influenza Aviar, gracias al trabajo conjunto del Servicio
Ecuatoriano de Sanidad Agropecuaria (actual AGROCALIDAD) con el apoyo del Instituto
Interamericano de Cooperacion para la Agricultura (IICA) y la Corporacion Nacional de
Avicultores del Ecuador (CONAVE) (IICA, 2000). De la misma forma se ejecuté un plan de
vigilancia epidemiolégica activa a partir de pruebas basadas en serologia, sin embargo estos
resultados no garantizan la ausencia del virus de influenza debido a que pruebas como el

ELISA tienen la desventaja de carecer de especificidad (OIE, 2008).
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De igual manera, a partir del afio 2008 el Ministerio del Ambiente junto con la
organizacion Aves y Conservacion, desarrollaron un programa de monitoreo sanitario en aves
silvestres. ElI monitoreo estuvo orientado particularmente hacia la especie Dendro cigna
bicolor (pato Maria), un ave migratoria que podria ser considerada como posible portadora del
virus en varios humedales del pais (Aves y conservacion, 2009); sin embargo para esas
instancias los laboratorios nacionales no contaban con la tecnologia suficiente que permitiera

diagnosticar la presencia del virus de influenza aviar.

Por tal razon existe la necesidad de implementar una herramienta de diagndstico
molecular que ofrezca la posibilidad de obtener resultados con mayor precision para la pronta
deteccion del virus. Las pruebas seroldgicas no poseen un nivel de sensibilidad, especificidad

y eficiencia como lo tiene el RT-PCR (Sabefar, 2009).

La prueba de rRT-PCR permite detectar y medir la acumulacién del producto
amplificado durante su proceso. Para esta técnica ademas del uso de cebadores especificos
para la deteccion del virus se incluye la utilizacién de una sonda Tagman, la misma que es un
fragmento de DNA de cadena simple que contiene una secuencia especifica al molde de
cDNA que se quiere detectar y que en su extremo 5’ presenta un fluoréforo reportero (que
produce fluorescencia) y en el 3°, un fluor6foro inhibidor (Bio-Rad Laboratories, 2006). Un
resultado positivo se observa una vez que la enzima Taq polimerasa a través de su actividad
exonucleasa 5° — 3’ separa el fluoroforo reportero del inhibidor y se produce un incremento en

la emision de fluorescencia (Schweiger, 2000).

En el caso del diagnostico para Influenza aviar la técnica molecular de rRT-PCR tiene

la ventaja de detectar al virus sin tener que realizar el aislamiento viral, lo cual disminuye el
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riesgo bioldgico de estos andlisis a bioseguridad nivel 2 sin importar el grado de patogenicidad

de la cepa (Blanton, 2011).

El objetivo de este estudio fue la estandarizaciéon de la prueba molecular rRT-PCR
utilizando tecnologia Tagman para detectar la presencia del virus que causa la influenza aviar
tipo A en aves con sintomatologia respiratoria. La misma que permitira establecer la presencia
0 ausencia del virus de influenza tipo A en el pais; ademas de constituirse como una
herramienta necesaria para proveer informacion que permita implementar un sistema de
vigilancia epidemiol6gica que sirva para generar un documento oficial necesario para el

comercio con otros paises.

MATERIALES Y METODOS

Laboratorio de Experimentacion

El proyecto en su totalidad fue realizado utilizando los equipos del laboratorio del

Instituto de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito.

Primers B- actina

Los primers usados en la prueba de B-actina fueron disefiados por Invitrogen, teniendo
como secuencia delantera 5' CGG AAC CGC TCA TTG CC 3'y reversa 5 ACC CAC ACT
GTG CCC ATC TA 3" la misma que se encuentra publicada en el trabajo de Du Breuil, Patel
y Mendelow (1993) como mecanismo para el control de agentes inhibitorios apoyandose en el
hecho de que este gen es parte de la lista de los llamados “house-keeping” que se encuentran

altamente conservados en mamiferos y aves.
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Primers y sonda gen M Influenza tipo A

Para el desarrollo de la prueba rRT-PCR se utilizaron los primers y sondas disefiadas
por Biosearch Technologies Inc. Teniendo el primer delantero FLUA-MAT-F la siguiente
secuencia 5’CTTCTAAC CGAGGTCGAAACGTA 3" y el primer reverso FLUA-MAT-R las
bases 5’ GTGACAGGATTGGTCT TGTCTTT A 3". La sonda FA-MAT-PR fue disefiada con
la secuencia FAM-TCAGGCCCCCTCAAAG CCGAG-BHQ1. Tanto los primers como la
sonda fueron tomados de la publicacion de Chidlow et al empleado para la deteccion del gen

M en el virus de Influenza tipo A (Chidlow et al, 2010).

Muestras Traqueales

Se contd con un total de 235 muestras traqueales, de las cuales 160 fueron provistas
por el laboratorio de la Universidad San Francisco de Quito las restantes 75 fueron entregadas
como parte del convenio firmado con AGROCALIDAD en el lapso de los meses de agosto a
octubre. Para el procesamiento de estas Ultimas, se elabord un sistema de evaluacion en el cual
se valoraron 3 factores la cantidad, en la cual se consideraban como aptas muestras con un
tamafio aproximado a 7cm de largo; calidad, muestras que por su apariencia permita
determinar si corresponden a aves con signos respiratorios (enrojecimiento de membranas,
presencia de moco o sangre) y transporte en el cual se evalud la forma de envio y las

condiciones de manejo de temperatura.

Dentro del laboratorio las muestras permanecieron almacenadas a una temperatura
constante de -20°C, cada una en funda separada y rotulada mediante un codigo que indica el

namero de llegada, nUmero de muestra y su origen.
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Control Positivo

Como control positivo se utilizé virus de influenza utilizado como antigeno de
influenza H1 inactivado con BPL (beta- propiolactona), proveniente del kit Influenza Reagent
para la Inhibicién de la Hemoaglutinacién distribuido por la OMS (Cat No VA2930 /Lot No.

08-0221).

Durante el proceso de estandarizacion se pusieron a prueba tanto el antigeno H1 como
el antigeno H3 para los ensayos de rRT-PCR de influenza aviar utilizando volimenes de 1,3 'y

7.4 ul de RNA en una reaccion final de 20ul (Ver figura 1).

Debido a la rapidez con la que se degrada el RNA se realizaron 4 alicuotas que
contenian 12.5 pl cada una, esto en base al protocolo del kit Qiagen que sugiere diluir el
material genético obtenido en la extraccidon para un volumen final del 50 pl. Inmediatamente
después fue almacenado a una temperatura de -70°C. Una alicuota del control positivo fue
mantenida a -20°C para ser utilizada en los andlisis rutinarios. Todas las alicuotas fueron
rotuladas con la fecha en la que fueron preparadas, indicando claramente que se trataba del

control positivo, y la concentracién a la que fueron diluidas.

RT-PCR - actina

Para la realizacion del master mix se utilizo el kit comercial SuperScriptlll Platinum
One-Step Quantitative RT-PCR de Invitrogen en un volumen de reaccion final de 12.5 pl
compuesto por 6.25 pl de Reaction Mix a una concentracion 2x, 0.25 ul tanto del primer F -

actina como del primer R B-actina ambos a una concentracion de 10 uM, 0.25 pl Super Script
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RT + Taq Platinum cuya concentracion se desconoce, 3 ul de Agua para PCR y 2.5 pl de RNA

de muestra.

El programa de RT-PCR utilizado en el termociclador fue de 1 ciclo a 55°C por
30minutos para la sintesis cDNA, para la desnaturalizaciéon 1ciclo a 94°C por 2minutos, 40
ciclos para la amplificacion a 94°C por 15segundos, 45°C por 30segundos y 68°C por

1minuto. Una extension final de 1ciclo a 68°C por 5minutos.

La electroforesis de los fragmentos amplificados fue realizada utilizando 8 pl de las
muestras con 2 ul de buffer de carga y un marcador de peso molecular en un gel de agarosa
con TBE 1X al 1.2% a 80 Voltios por 45 minutos. Se esperaba observar como positivo un
fragmento de peso aproximado a 289 pares de bases (Ver figura 2). Esta prueba fue realizada
en todas las muestras de RNA traqueales y para el control positivo como mecanismo de

control de agentes inhibitorios.

rRT-PCR Influenza

El master mix para la prueba de rRT-PCR del gen M de Influenza aviar tipo A fue
realizado utilizando el kit comercial de Invitrogen SuperScriptlll Platinum One-Step
Quantitative RT-PCR en las siguientes proporciones: 10pl Reaction Mix 2x, 0.8 pl de primer
F FLUA-MAT-R como del Primer F FLUA-MAT-R ambos a una concentracién 20 uM, 0.2
pl de sonda FA-MAT-PR 10 uM, 0.4 ul Super Script RT + Taq Platinum cuya concentracion
es desconocida, 4.8 pl de Agua para PCR y 3 pl de RNA de muestra para una reaccion final de

20 pl.



21

La programacion del equipo fue de 1 ciclo a 50°C por 3minutos, 1 ciclo a 94°C por
2minutos ambos con una temperatura en la tapa de 40°C; 40 ciclos con una temperatura de
94°C por 15 segundos, 55°C por 60segundos y 72°C por 15segundos esto a una temperatura

de la tapa de 94°C.

Extraccion de RNA

Durante la extraccion se probaron 3 metodos distintos los kits comerciales SV total RNA
isolation de Promega, RNeasy de Qiagen y el protocolo basado en la utilizacion de TRizol

descrito a continuacion:

1. Seagreg6 100 pl de la muestra en 150 ul de buffer de extraccion recientemente preparado
(20mM TrisHCI pH7.4, 10mM CacCl,, 0.85% NaOH)
2. Enun nuevo tubo se colocé 250 pl de muestra/buffer en 750 ul de Trizol

3. Seincub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos

Fase de separacion

4. Se agreg0 150 ul de cloroformo y se mezcl6 por 15 segundos
5. Seincub0 a temperatura ambiente durante 2-3 minutos
6. Se centrifug6 a 4°C a 12,000 x g durante 5minutos

7. Se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo

Precipitacion RNA

8. Se adicion6 375 ul de isopropanol 100%
9. Seincubo a temperatura ambiente por 10minutos

10. Se centrifugd a 4°C 12.000 x g por 10minutos
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Lavado RNA

11. Se removio sobrenadante

12. Se adiciond al pellet 750 ul de Etanol 75%

13. Se centrifugo a 4°C a 7500 x g durante 5minutos

14. Se elimind el liquido con cuidado de no desechar el pellet

15. Se dejo secar durante 10minutos

Resuspensién

16. Se resuspendio en 30ul de agua libre de RNasas
17. Se incub6 a 55°C durante 10minutos

18. Se almacend -80°C

Sin embargo de la eficiencia de todos los métodos, tanto las muestras traqueales como el
control positivo fueron extraidos utilizando el kit comercial RNeasy de Qiagen siguiendo las

especificaciones indicadas en su manual.

Se realizo la extraccién a partir del cepillado de las muestras traqueales asi como
utilizando el hisopo colocado en el medio de transporte M4RT transport (REMEL) que debia
contener RNA tomado directamente de la traquea al momento de la colecta de muestras, no se
encontrd ninguna diferencia en los resultados tras realizar la para prueba de B-actina para

confirmar la presencia de RNA.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el Ecuador no hay reportes oficiales en los que se establezca la presencia del virus
de Influenza tipo A, sin embargo, tampoco existe un programa de vigilancia que permita
aseverar la ausencia del mismo. Por tanto, como parte de la implementacion de este proceso es
necesario desarrollar una prueba con la especificidad de la técnica de rRT-PCR que busque
amplificar al gen M, el cual se conoce que se encuentra altamente conservado en los diversos

subtipo del virus (Hoffmann et al., 2008).

Extraccion muestras traqueales

Se realiz6 la extraccion de 235 muestras traqueales utilizando el kit comercial RNeasy
de Qiagen, con los cuales se procedio a efectuar una electroforesis, evidenciandose barridos
que demostraron la presencia del material genético como resultado de todos los procesos

realizados (Ver figura 3).

Control positivo

Durante el proceso de estandarizacion del control positivo se realizo la extraccion tanto
del antigeno H1 como H3 los cuales fueron sometidos a la prueba de prueba de B- actina,
proceso para el cual se obtuvo en reiteradas ocasiones un resultado negativo. Esto condujo a
pensar que podria tratarse de un antigeno puro que no contenga material genético de eucariota,
sin embargo, para cerciorarse que no existia presencia de agentes inhibitorios se realizo la
prueba de B-actina sobre RNA proveniente de raspado traqueal y del antigeno obteniendo para

esta combinacion un resultado positivo.
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De la prueba de rRT-PCR utilizando como control positivo diferentes volumenes de
los antigenos H1 y H3 se obtuvo como mejor valor de Ct, la muestra del antigeno H1
utilizando 3pl de RNA. Decision que se basa en la formacién de la curva en el ciclo 23.88, que
indica una concentracion adecuada de material genético ademas de presentar la emision de
fluorescencia mayor dentro de su grupo. Una vez obtenido el resultado, se procedio a realizar
5 series de diluciones a partir de 1:10 hasta 1:100000, las cuales se probaron por duplicado y
previo a la realizacion de la prueba de rRT-PCR fueron medidas su concentracion (Ver Tabla

1)

Los resultados obtenidos muestran la formacién de curvas secuenciales en ciclos
ascendentes de acuerdo al incremento en su dilucion (Ver Figura 4). Con estos datos se
establecié un rango de Ct ideales a partir de la concentracion de RNA, que para el caso de
influenza oscila entre 23,98 en una muestra sin diluciones hasta 27.33 en una muestra con una
dilucion de 1:10000, tomando en cuenta el ciclo en el que aparecen las curvas y la emision de

fluorescencia de las mismas.

Con el fin de confirmar que se estaba obteniendo como resultado la amplificacién del
segmento apropiado se realizo una electroforesis en gel de agarosa al 1.8% que dio como
resultado la presencia de una banda de tamafio 155pares de bases correspondiente al

fragmento esperado del gen M (Ver figura 5).

Secuenciamiento: Con el amplicon obtenido como control positivo a partir del RNA extraido
del antigeno H1 se procedié a su secuenciamiento. Se analiz0 sus resultados mediante el
programa MEGA 5.1 y se obtuvo un 100% en identidad con el gen M de influenza aviar tipo

A de acuerdo al GenBank.
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Prueba B- actina

Del total de 235 muestras traqueales se realizaron 198 pruebas de -actina teniendo en
todas estas resultados positivos. Las muestras fueron divididas en 2 grupos de acuerdo a su
distinto origen. Dentro del primer grupo de 160 muestras se obtuvieron 65 resultados positivos
en un primer ensayo debiéndose repetir la prueba para las 15 restantes, consiguiendo en este
segundo intento un resultado positivo. En el segundo grupo conformado por 75 muestras se
efectud la prueba para 42 de ellas, obteniendo 25 resultados positivos, se debid repetir para las
restantes 17 dentro de las cuales se obtuvieron 4 muestras negativas, estas junto con las

restantes 16 fueron descartadas por provenir de traqueas sin evidentes signos respiratorios.

Prueba rRT-PCR gen M Influenza tipo A

Se realizaron 137 pruebas de rRT-PCR para el gen M de Influenza aviar sobre RNA
proveniente de muestras traqueales, para las cuales se obtuvieron resultados negativos en todas
ellas, mostrando en todas un Ct dentro de lo esperado para el control positivo. Se corrieron
unicamente 37 muestras de RNA de las provistas por AGROCALIDAD debido a que estas no
cumplian con los parametros establecidos ya sea por no presentar signos evidentes de
problemas respiratorios, por haber sido muestras incorrectamente tomadas o mal transportadas

(Ver figura 6).

Analizando Unicamente las muestras provistas por AGROCALIDAD observamos que
del 100% de muestras correspondiente a 75 trdqueas extraidas, Unicamente al 49.3% (37
traqueas) se le realizd la prueba de rRT-PCR para la identificacion del gen M de influenza
aviar. Es decir que la eficiencia en la toma de muestras fue menor al 50%, si bien el proyecto

fue desarrollado a partir de un muestreo intencional no probabilistico el hecho de tener un alto
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numero de muestras descartadas disminuyo aun mas la probabilidad de encontrar un positivo

(Ver figura 7).

CONCLUSIONES

El virus de influenza aviar es de importancia mundial para la salud pablica, hechos
recientes muestran que el continente americano no se encuentra libre de esta amenaza. Es de
vital importancia establecer un correcto programa de vigilancia epidemioldgica que cuente con
las herramientas tanto serol6gicas como moleculares que permitan dar a conocer la situacion

real de esta enfermedad en el pais.

Se logro realizar la estandarizacion del la prueba de rRT-PCR para la deteccién de gen
M de influenza aviar utilizando muestras traqueales de aves con sintomatologia respiratoria y

como control positivo el antigeno H1 del virus de influenza tipo A.

Se analizaron 37 de las 235 traqueas obtenidas, sin obtener ningln resultado positivo
tras la ejecucion de la prueba de rRT-PCR para la identificacion del gen M de influenza aviar
sobre las muestras traqueales consideradas como provenientes de aves con sintomatologia

respiratoria.

RECOMENDACIONES

En el caso del virus de influenza tipo A es necesario tomar en cuenta dos escenarios
distintos. El primero, para aves silvestres, en el cual se recomienda realizar un programa de
vigilancia epidemioldgica activa el cual permitira establecer la zonificacion de areas de riesgo.

Con esta informacion realizar la toma de muestra de un nimero representativo de aves, las
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mismas que se sugieren deberan ser analizadas mediante pruebas seroldgicas que permitan

mantener monitoreada la enfermedad.

El segundo escenario para aves de corral se recomienda mantener un programa de
vigilancia epidemioldgica pasiva. Esto permitird dar una respuesta rapida ante la posible
presencia de la enfermedad. Se sugiere en ese caso utilizar la prueba de rRT-PCR para
influenza tipo A en aves que muestren sintomatologia respiratoria compatible con la
enfermedad y para las cuales hayan sido previamente descartadas la presencia de otros agentes

compatibles con dichos signos.
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FIGURAS

Figura 1. rRT-PCR del gen M de influenza tipo A probado en muestras de RNA
extraidas de los antigenos H1 y H3 para control positivo
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Quantification Data

Well | Fluor | Target | Content | Sample | Cyg Cq Cq
Mean | Std.

Dev

A0l | FAM | H31 | Pos Cirl 27,15 27,15 | 0,000
AD2 | FAM | HI 1 | Pos Cirl 25,631 25.63 | 0,000
All | FAM | H33 | Pos Curl 21,561 21,56 | 0,000
Al2 | FAM | HI 3 | Pos Crrl 21,221 21,22 | 0,000
HO1 | FAM | H3 7.4 | Pos Cirl 19,96 19,96 | 0,000
HO2 | FAM | H1 7.4 | Pos Curl 204112041 | 0,000
HO3 | FAM Neg Ctrl N/A | 0,00 | 0,000

31

Curvas obtenidas como resultado del rRT-PCR para la identificacion del gen M de influenza

aviar, en el cual se ponen a prueba diferentes volumenes (1ul, 3ul y 7.4ul) tanto del antigeno

H1 como H3 empleados como control positivo. Se establece como mejor resultado el antigeno

H1 utilizando 3pl, esto en base al valor de Ct y la emision de fluorescencia.
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Figura 2. Foto gel electroforesis cargado con amplicones probados para p -actina

500pb
289pb

Las bandas amplificadas muestran un peso de 289pb. 1)Traquea T92. 2)
Traquea T96. 3) Traquea T97. 4) Traquea T98. 5) Control Negativo. 6) Ladder
100pb.

Electroforesis de amplicones probados para (3-actina resultantes de la extraccion realizada a
muestras traqueales consideradas como sintomatoldgicas. Se observan bandas de un tamafio de
289 pares de bases correspondiente a lo esperado para B-actina, sefialando una correcta

extraccion y la no presencia de compuestos inhibitorios.
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Figura 3. Foto gel con presencia de RNA extraido de muestras traqueales

1)Traquea 1. 2) Traquea 2. 3) Traquea 3. 4) Ladder 100pb.

Electroforesis que muestra barridos correspondientes a material genético que se obtuvo,

producto de la extraccion de muestras traqueales utilizando el kit RNeasy (Qiagen).
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Figura 4. Prueba de rRT-PCR en serie de diluciones a partir del RNA extraido del

antigeno H1
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* Algunas de las curvas de las muestras duplicadas fueron borradas, estan sefialadas Unicamente las que aparecen en

el grafico.

*La curva para la muestra en una dilucion de 1:1000 fue borrada ya que su resultado no era congruente.

Quantification Data

Well | Fluor | Target| Content | Sample| Cq Cq Cq
Mean | Std.

Dev

AD1 | FAM | H13 |Pos Ctrl-1 23,98 23,98 | 0,000
A02 | FAM | H1 3 | Pos Ctrl 27.64| 27.64 | 0,000
A03 | FAM [ HI-1 | Pos Cirl 27,33| 27,33 | 0,000
A04 | FAM | HI-1 | Pos Cirl 27,191 27,19 1 0,000
ADS | FAM | H1-2 | Pos Cirl 30,44 | 30,44 | 0,000
AD6 | FAM | H1-2 | Pos Ctrl 3112 31,12 | 0,000
HO6 | FAM | HI1-3 | Pos Cirl 33,23 33,23 | 0,000
HOT | FAM | HI1-3 | Pos Cirl 32,83 32,83 | 0,000
HO8 | FAM | HI-4 | Pos Cirl 32,66 32,66 | 0,000
HO9 | FAM | HI-4 | Pos Ctrl 31,23 31.23 | 0,000
HI10 | FAM | HI-5 | Pos Cirl 37.01| 37,01 | 0,000
HIl | FAM | HI-5 | Pos Cirl 37,601 37,60 | 0,000
H12 | FAM Neg Ctrl N/A | 0,000 0,000

Curvas obtenidas como resultado del rRT-PCR para la identificacién del gen M de influenza

aviar, para el cual se realizaron una serie de diluciones (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000)

del antigeno H1 tomado como control positivo para establecer un rango ideal para el cual se

considera una muestra como positiva. Este rango corresponde a los valores de Ct 23,98 - 27.33.
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Figura 5. Electroforesis con la amplificacion del gen M para influenza tipo A

500ph —»

155ph —>

La banda amplificada muestra un peso de 155pb. 1)Ladder
100pb. 2) Control positivo. 3) Control Negativo.

Electroforesis de antigeno H1 utilizado como control positivo para la prueba de rRT-PCR de
influenza aviar en la cual se observa una banda con un tamafio de 155 pares de bases

equivalente a lo esperado como tamario del gen M del virus.
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Figura 1. Prueba de rRT-PCR para el gen M de influenza tipo A en RNA obtenido de la

extraccion de muestras traqueales
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Quantification Data

Well | Fluor | Target | Content | Sample | Cq | Cq | Cq
Mean | Std.

Dev
A0l | FAM | M 13 Unkn N/A | 0,00 {0,000
AD2 | FAM | MI8 Unkn N/A | 0,00 10,000
A03 | FAM [ M21 Unkn N/AC| 0,00 | 0,000
Al4 | FAM [ M40 Unkn N/AC| 0,00 | 0,000
ADS | FAM | MS53 Unkn N/A | 0,00 |0,000
HO1 | FAM | M66 Unkn N/AC| 0,00 0,000
HO2 | FAM | MG68 Unkn N/AC| 0,00 | 0,000
HO3 | FAM Pos Ctrl 21,601 21,60 | 0,000
HO4 | FAM Neg Cirl N/A | 0,00 0,000

Resultado obtenido tras la ejecucion de la prueba de rRT-PCR para la identificacion del gen M
de influenza aviar, sobre RNA de muestras traqueales de aves con sintomatologia respiratoria
que obtuvo un resultado positivo en la prueba de B-actina. Se observa un resultado negativo
para las todas las muestras y un valor de Ct (21,60) esperado para el control positivo, lo cual

indica una correcta ejecucion de la prueba.
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Figura 2. Porcentaje de muestras provistas por AGROCALIDAD a las que se realizo la
prueba de rRT-PCR

Muestras Agrocalidad

B NO rRT-PCR
49%
rRT-PCR

De las 75 muestras traqueales provistas por AGROCALIDAD se realizaron Unicamente a 37
(49%) de ellas la prueba de rRT-PCR para detectar el gen M de influenza aviar debido a que
las restantes 38 (51%) fueron descartadas por no cumplir satisfactoriamente las caracteristicas

establecidas en el sistema de evaluacion.
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Tabla 1. Serie de diluciones a partir del mejor valor de Ct proveniente del RNA extraido

del antigeno H1 utilizando 3pl en una reaccion final de 20ul

H110 11.1ng/ul
Az60/280 1.616
Az60/230 0.101
H110" 2.4ng/ul
Az60/280 1.875
Az60/230 0.154
H110° 1.1ng/ul
Az60/280 1.588
Az60/230 0.351
H110” 0.2ng/ul
Az60/280 0.714
Az60/230 0.217
H110" 1.2
Ase0/250 1.706ng/ul
Az60/230 0.337
H110~ -0.2ng/ul
Az60/280 0.750
Az60/230 0.158

Concentraciones obtenidas en el Nanodrop a partir de la serie de diluciones (1:10, 1:100,

1:1000, 1:10000, 1:100000) del antigeno H1 tomado como control positivo para la prueba de

rRT-PCR de influenza aviar, las cuales fueron posteriormente ensayadas para establecer un

rango ideal para considerar una muestra como positiva.



