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RESUMEN

La influenza aviar H5N1 es una enfermedad infecciosa que forma parte de la familia
Orthomyxoviridae, esta afecta principalmente aves y mamiferos marinos. H5N1 fue
identificada por primera vez el afno 1996 en Hong Kong, sin embargo, en 2022 casos
incrementaron exponencialmente, esparciéndose por gran parte del planeta, generando
gran preocupacion en la salud publica, por su propiedad zoonotica e interés en la salud
animal por su alta mortalidad. Chile no ha sido la excepcién, H5SN1 ha sido detectada en
animales en las 16 regiones del pais, obteniendo un pick de contagios el afo 2023.
Dentro de las especies marinas afectadas se encuentra el Lobo Marino (Otaria
flavescens), esta especie figura como la principal damnificada en numero de contagios
e individuos fallecidos. Este mamifero marino es caracterizado por habitar en las costas
de todo el largo del pais principalmente en litorales que les proporcionen una fuente de
alimento, descanso y refugio. Asi mismo, estos conviven a la cercania de humanos,
principalmente trabajadores del area maritima, tales como, pescadores, recolectores de
mariscos y comerciantes de los productos del mar. En este estudio nos enfocamos en el
mercado de Angelmo6 de Puerto Montt, sitio donde existe interaccion constantemente
entre el lobo marino y el humano. En este lugar se realizaron tomas de muestras de
heces de lobos marinos entre abril y marzo del 2024 de tipo ambiental, con el fin de
identificar H5N1 en ellas. Muestras analizadas fueron 24 en total, las cuales, se
realizaron pruebas de extraccion de ARN y pruebas de PCRr. Resultados de PCR en su
totalidad catalogaron como negativas de la presencia del virus. Se sugiere realizar
muestreos de forma activa, puesto que no podriamos tildar Angelmé libre de H5N1 con
el numero total de muestras analizadas, mas bien, muestras estudiadas ser
catalogadas como exentas de H5N1.

PALABRAS CLAVE
LOBOS MARINOS — INFLUENZA H5N1 — VIRUS — MERCADO ANGELMO
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ABSTRACT

Avian influenza H5N1 is an infectious disease that is part of the Orthomyxoviridae family,
which mainly affects birds and marine mammals. H5N1 was identified for the first time in
1996 in Hong Kong, however, in 2022 cases increased exponentially, spreading
throughout most of the planet, generating great concern in public health, due to its
zoonotic properties and interest in animal health because of its high mortality. Chile has
not been the exception, H5N1 has been detected in animals in the 16 regions of the
country, obtaining a pick of contagions in the year 2023. Among the affected marine
species is the sea lion (Otaria flavescens), this species is the main victim in terms of
number of infections and deaths. This marine mammal is characterized by inhabiting the
coasts of the entire length of the country, mainly on coastlines that provide them with a
source of food, rest and shelter. They also live in close proximity to humans, mainly
workers in the maritime area, such as fishermen, shellfish gatherers and seafood
traders. In this study we focused on the Angelmé market in Puerto Montt, a place where
there is constant interaction between sea lions and humans. At this site, environmental
samples of sea lion feces were taken between April and March 2024, in order to identify
H5N1 in them. A total of 24 samples were analyzed and RNA extraction and PCRr tests
were performed. All PCR results were negative for the presence of the virus. It is
suggested to perform active sampling, since we could not label Angelmé free of HSN1
with the total number of samples analyzed, rather, samples studied would be catalogued
as free of H5N1

KEY WORDS
SEA LIONS - INFLUENZA H5N1 - VIRUS - ANGELMO MARKET
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1. INTRODUCCION

Chile posee una alta variedad de especies acuaticas, entre estos se encuentran los
mamiferos marinos, especificamente el lobo marino. En el pais se encuentran 4
especies: lobo marino comun (Otaria flavescens), lobo fino austral (Arctocephalus
australis), lobo fino subantartico (Arctocephalus ftropicalis) y lobo fino de Juan
Fernandez (Arctocephalus philippii) (Weinberger, 2013). El lobo marino comun (Otaria
flavescens) es el mas numeroso en el territorio nacional, este posee un cuerpo robusto,
pabellon auricular externo, extremidades delanteras y traseras en formas de aletas que
les permiten trotar, galopar, saltar e incluso trepar distintas estructuras (Bello, 2018;
Gallo y Maravilla, 2000). Referido a su alimentacion, este se define como consumidor
secundario o depredador, su dieta es variada en peces, moluscos y crustaceos y su
ingesta depende de en qué lugar geografico del pais se encuentre (Hucke y Ruiz 2010).
1.1 Distribucién lobo marino en Chile:

Este mamifero se distribuye en todo nuestro territorio, asociandose a litorales de tipo
rocoso que ofrecen grietas y cuevas (Pavés et al., 2020). En un censo realizado el afio
2019 por la Universidad de Valparaiso, se estimo la cifra de unos 124.000 ejemplares
de lobo marino comun (Otaria flavescens) y alrededor de 216 loberas. EI mayor nimero
de lobos marinos y loberas se encuentra en la zona sur del pais, especificamente en la
Region de los Lagos, estimandose unos 45.000 individuos. Esto seria un poco mas del
36% de la poblacion total de lobos en el pais, en comparacion con la Region de Aysén,
donde se establece el mayor nimero de loberas (lugar de asentamiento) (Oliva et al.,
2019).

1.2 Loberas antropogénicas y pesca artesanal:

Como antes se menciono, la agrupacion de lobos se les denomina loberas, estas se
subdividen en 3 tipos: loberas reproductivas, loberas de descanso y loberas
antropogeénicas. Estas Ultimas se refieren a las zonas o estructuras utilizadas por los
hombres en temas acuicolas, pesqueros, asi como, muelles, boyas o barcos (Oliva et
al., 2019). El gran namero de ejemplares en la zona refleja las diversas problematicas
gue sufren los trabajadores del area maritima en su interaccién con los lobos, tales
como dafios en los materiales de pesca, apropiacion de capturas, ataques directos a los
pescadores, entre otros (Sanguinetti et al, 2020). Esto ha llevado incluso a realizar



seminarios en la Region de Los Lagos para abordar la interaccion lobo-humano, es mas
en el aflo 2019 la subsecretaria de pesca y acuicultura implementd una llamada “mesa
del lobo”, en la que se acordaron una serie de medidas para disminuir las interacciones
negativas entre esta especie y los trabajadores que se desempeian asociados al mar y
sus recursos. Entorno a esta iniciativa fue publicado un tipo de manual de buenas
practicas que promueve, evitar alimentar a los lobos marinos, fomentar el reciclaje de
los residuos de la pesca y no atacarlos mediante proyectiles o detonantes (AQUA,
2020). En otras regiones (ll, IV y X) del pais se han integrado nuevas tecnologias,
especificamente equipos de ultrasonido que alejan a los lobos marinos de los
pescadores. Este consta de una lancha que contiene un parlante submarino que emite
ondas de sonido, ahuyentando a los mamiferos que estan a una distancia de 15 metros
aproximadamente (SUBPESCA, 2019).

1.3 Lobos marinos en Caleta de Angelmé:

Angelmé es el mercado y feria artesanal tipica de la ciudad de Puerto Montt y esta
ubicado a 2 km desde la plaza de armas de la ciudad frente a la Isla Tenglo. Este
atractivo turistico no se exceptua del asentamiento de estos mamiferos marinos debido
a la cercania entre la costa y los locales comerciales. Los lobos marinos se acercan a la
caleta en busca de un acceso sencillo y rapido de alimento, ademas, de lugar de refugio
y descanso. Los lobos marinos que estan en el mercado de Angelmo se apropian de los
contenedores de basura designados al mercado, obteniendo contacto con restos y
mermas de subproductos marinos, dicho de otra forma, con la basura y desechos
originados de la comercializacién de recursos marinos. Esta interaccién entre lobos
marinos y humanos incrementa la posibilidad de una exposiciébn a microorganismos no
deseados desde ambos lados, por consiguiente, causar efectos no anhelados en la
salud de ambos. El lobo marino, ademas de alimentarse desde el contenedor de
desechos biolégicos originados del comercio del mercado, se desplaza mediante los
espacios del mercado, comportandose como vector de infecciones bacterianas y
virulentas. (Bio bio, 2022; Visitchile 2019).



1.4 Normativas sobre el lobo marino comun en Chile

El 21 de enero de 2021 se renovo la veda extractiva sobre el lobo marino comun, “en

todo el territorio y aguas jurisdiccionales de la Republica, por el término de diez afios,

contados desde el dia 27 de enero de 2021, en la forma y condiciones alli establecidas”
(Arancibia, 2022).

El decreto consta de 8 articulos:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Renovacion de la veda.

Prohibicion de la tenencia, transporte, posesiéon o almacenamiento de especies
enteras o distintas partes y estructuras.

Toma de resoluciones en casos de depredaciéon de los lobos a especies
amenazadas y protegidas de forma oficial.

Se permiten capturas en casos de investigaciones cientificas, rescates y
relocalizaciones.

Caza se podria permitir en circunstancias de graves riesgo fisico, salud y vida
humana.

Se permite caza de maximo 60 unidades, en usos de tradiciones ancestrales de
la comunidad indigena Kawésqar.

SERNAPESCA debe procurar que las medidas propuestas en el decreto sean
cumplidas, ademas de derivar ejemplares muertos para fines de docencia,
exhibicion, investigacion dentro del territorio nacional.

La infraccion a lo propuesto en el decreto sera sancionada con el procedimiento
y penas contempladas por el Ministerio de Economia, Fomento y Turismo

(Ministerio de Economia, Fomento y Turismo, 2021).

1.5 Zoonosis y enfermedades infecciosas Emergentes:

Se define como zoonosis a una enfermedad de tipo infecciosa que ha sido traspasada

de un animal a humanos por causa de bacterias, virus o parasitos. Las enfermedades

zoonoticas pueden ser transmitidas de forma directa, secreciones, alimentos y/o medio

ambiente (OMS, 2020). En los ultimos afios hemos visto la importancia epidemiolégica

de las relaciones animal-humano, el aumento de las actividades de los humanos vy el

crecimiento de la poblacién han causado una expansion en todo tipo de territorios

(Medina, 2010). Las relaciones dadas por distintos cambios de habitat, formas de



alimentarse y malos habitos de la sociedad han provocado una alteracion en la forma
de interactuar. “El inadecuado tratamiento y eliminacién de aguas residuales, asi como
de otros efluentes de las actividades agricolas han producido la contaminacion del
ambiente marino" (Sturm, 2011). Eso ultimo es solo alguno de los ejemplos que
conllevan al incremento de transporte de patégenos desde ambas zonas.

Las distintas formas de distinguir el origen de enfermedades que provienen de otras
especies son las siguientes: “i) aquellas que se presentan debido a que la
susceptibilidad del huésped se ha visto incrementada; ii) aquellas que, debido a
cambios ambientales, que favorecen al patégeno, se han tornado mas virulentas; vy iii)
aquellas en que los patdgenos recientemente han invadido nuevos huéspedes, con el
sistema inmune debilitado, debido a situaciones ambientales adversas (Medina, 2010).
1.6 Microbiota intestinal lobos marinos

Concepto “microbiota” o también llamada “microflora” se refiere al tipo de ecosistema
microbiano que coloniza en este caso el tracto gastrointestinal. Estos le permiten al
individuo la digestién y la absorcion de nutrientes, funciones metabdlicas, ademas,
funciones de proteccion y defensa de microorganismos externos al ambiente,
funcionando gracias a un equilibrio del entorno ambiental y ecologico (Guarner, 2007).
En el lobo marino comun se destacan 3 principales microorganismos que se han
catalogado como propios de su microbiota intestinal, entre estos se encuentran
Clostridium perfringens, Escherichia coli y Edwardsiella tarda. E. coli se sefiala como la
bacteria mas abundante de la microbiota y al igual que E. tarda se cataloga como
patdogeno oportunista. E. coli se ha identificado como causante de septicemias y
responsable de infecciones de heridas y lesiones cutaneas. Por otro lado, E. tarda se
describe como un causante de infecciones importantes en el humano transmitidas por
el agua, provocando gastroenteritis, endocarditis, abscesos intraabdominales,

meningitis y meningitis (Hermosilla et al., 2018).

1.7 Patégenos en heces de lobos marinos comunes
1.7.1 Bacterias
En estudios hechos en Chile han descubierto patdogenos importantes para la salud

humana y animal en el lobo marino comun, entre los cuales se encuentran Salmonella



entérica, Escherichia coli enteropatdégena, Pasturela aeruginosa, Klebsiella e incluso
Leptospira (Gonzalez et al., 2010). En un estudio realizado el afo 2017 por la
Universidad Austral de Chile, se recolectaron heces frescas de 38 lobos marinos comun
de una plataforma ubicada en el rio de Valdivia, lugar que mantiene proximidad con
distintas actividades, tales como pesca, comercio, deportes nauticos y turismo, por lo
tanto, un contacto cercano con el humano. Cabe mencionar que el sistema de
alcantarillado es conectado con el rio y gran parte de los desechos llegan de forma
directa a estas aguas. De las muestras tomadas se realizaron 2 tipos de pruebas, las
cuales serian cultivos bacterianos en agar ESBL y muestras para PCR. En resumen, se
presentaron 22 colonias de E. coli, 1 colonia a Proteus, Morganella o Providencia y 1
colonia a Kilebsiella. En los resultados de PCR, se les realiz6 la prueba a las 22
muestras con los resultados de colonias, 15 de las muestras resultaron con alguna
respuesta y estas reaccionaron a 4 principales tipos de partidores (SHV, OXA, CTX-M
GRUPO 1 y CTX-M GRUPO 2). Los partidores utilizados se encuentran relacionados a
diferentes bacterias, la familia SHV se conecta principalmente con Klebsiella
pneumoniae, OXA es originada normalmente por Pasteurella aeruginosa y el grupo CTX
se asocia a Salmonella entérica serovar typhimurium y E. coli, principalmente (Jara,
2017).

1.7.2 Virus

Poliomavirus, Adenovirus, Morbillivirus y Virus de la influenza A (IAV), son algunos de
los virus de gran importancia advertidos en lobos marinos. Morbillivirus y 1AV han sido
clasificados como enfermedades emergentes o reemergentes que en determinado
momento se encontraban identificadas y se mantenian controladas, sin embargo, por
distintas razones, comienzan a formar un caos e inciden de manera negativa en las
poblaciones de animales. La aparicion de Morbillivirus canino en animales marinos se
relaciona directamente con la introduccion de perros domésticos en areas silvestres,
recién en el ano 1988 se identificaron los primeros contagios de mamiferos marinos con
el virus, antes de eso la enfermedad era comunmente descrita solo en caninos. Esto se
termina de confirmar al momento de realizar andlisis molecular de ambas variantes,
obteniendo una similitud destacable (Cortés-Hinojosa et al., 2016). Actualmente, se

describe Morbillivirus como un virus altamente contagioso capaz de infectar distintos



hospederos y serovariedades. En los ultimos afios, se han reportado mortalidades
masivas de lobos marinos californianos (Zalophus californianus), Delfines (Delphinidae)
y Focas (Phoca Vitulina) (Ziehl, 2015).

1.8 Virus de la Influenza

Los virus de la influenza son parte de la familia Orthomyxoviridae que se caracterizan
por poseer un genoma de ARN monocatenario de sentido negativo con 6-8 segmentos.
El Virus de la influenza se subdivide en 4 tipos de géneros y cada uno de estos géneros
posee una unica especie: El género Alphainfluenzavirus posee la especie Influenza A
(IAV), el género Betainfluenzavirus dispone al virus de la influenza B (IBV), el género
Gammainfluenzavirus ostenta el virus de la influenza C (ICV) y el género
Deltainfluenzavirus posee el virus de la influenza D (IDV).

IAV posee la mayor variabilidad genética de las demas especies, esta se divide en
subtipos segun la antigenicidad de sus glicoproteinas de envoltura, las cuales son
Hemaglutinina (H) y Neuraminidasa (N). Hasta el momento existen 16 subtipos de
Hemaglutininas y 9 subtipos de Neuraminidasa (Godoy et al., 2023).

En la actualidad, casi la totalidad de subtipos de IAV, exceptuando H17-18 y N10-11,
han sido descritas en aves acuaticas, silvestres y de corral. Esto direcciona a las aves
como reservorio natural del virus. Ilgualmente, animales de cercania proxima al humano
se han destacado como reservorios de IAV, uno de ellos es el caballo donde se han
encontrado 2 subtipos (H7N7 y H3N8), el cerdo es otro reservorio donde se han
determinado dos subtipos (H1N1 y H3N2) (Kandeil et al., 2023).

1.8.1 H5N1

La Influenza aviar de alta patogenicidad, causada por el subtipo H5N1 fue identificado
en China el afo 1996. Generalmente, estos solian presentarse como brotes
esporadicos en otofio y solian disminuir y desaparecer en la primavera de Europa y
Asia. No obstante, en el afo 2022, los casos siguieron presenciandose de manera
evidente durante todo el verano. Seguido a esto se evidenciaron brotes en Norte
América y luego procediendo a Sudamérica. Actualmente H5N1 se ha diseminado por
casi la totalidad del territorio mundial, ostentando como principal responsable las aves
acuaticas silvestres migratorias. Las distintas rutas movilizan individuos contagiados,

propagando el virus y dificultando su erradicacion. Las rutas del Atlantico desde



Ameérica del Norte hacian América del sur, son la conexién que comunmente moviliza el
virus hacia Sudamérica. Esto se corrobora con hallazgos de segmentos idénticos en la
secuenciacion del virus presentado en ambos territorios. Distintos factores registran
esta enfermedad como de suma importancia a nivel mundial, puesto que, es catalogada
una enfermedad de tipo zoondtica con altos niveles de mortalidad en aves y mamiferos
marinos, incidiendo negativamente en la economia global (Gunther et al., 2022; OIE,
2023). Asi mismo, ultimas investigaciones realizadas sobre el virus, han notificado en
Norte América, presencia del virus H5N1 incluso en ganado lechero, de hecho, se
detalla el mismo genotipo (D1.1) presente en aves migratorias, silvestres y de corral
descritos en América del Norte. En vacas cuadro clinico se describe de caracter leve,
falta de apetito, reduccién de la produccion de leche y aspecto anormal esta misma
suelen ser algunos de los signos, asi mismo, tratamiento de apoyo resulta tener buena
respuesta de individuos, logrando la mayoria recuperarse del cuadro. Ahora bien, desde
abril del 2024 en Estados Unidos, rige una orden federal que requiere realizar pruebas
para detectar el virus H5N1 en el ganado lechero en el periodo de lactancia antes de
estos ser transportados entre estados, esto se suma a diferentes restricciones vy
requisitos para importaciones y exportaciones en la region, asi pues, es como H5N3 ha
tomado relevancia e importancia en distintas areas en distintas zonas del pais (AVMA,
2025).

1.8.2 Presentacion del cuadro y hallazgos patolégicos en necropsias

Se ha identificado el virus en aves silvestres, aves de corral, mamiferos marinos
silvestres, mamiferos domésticos e incluso humanos, sin embargo, los cuadros de alta
gravedad se han manifestado principalmente en aves y mamiferos marinos (OMS,
2023). Animales positivos a H5N1 presentan generalmente sinologia respiratoria y
nerviosa. Los individuos se describen con presencia de ataxia, paresia, nistagmos e
inconciencia, ademas, se ha observado taquipnea, disnea y existencia de secreciones.
Las aves se describen como desorientadas, imposibilitadas al vuelo y con dificultades
para mantenerse de pie. Por otro lado, los mamiferos marinos, especificamente el Lobo
marino (Otaria flavescens) se encuentran varadas, desorientadas y con ruidos

respiratorios (Godoy et al., 2023).



En un informe presentado por la Facultad de Veterinaria de Universidad de Las Palmas,
Espafia en conjunto con la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, se describen 2 lobos marinos llevados a necropsia por sospecha
de influenza aviar. En primer lugar, se describe necropsia realizada a un lobo marino
macho subadulto, de buena condicion corporal, con un peso que oscila entre 70 a 80
kg. Este presentaba signos asociados a cuadros respiratorios y neuroldgicos. La prueba
de hisopos orales, nasales y rectales resultaron negativos. En el examen post mortem
se presentaron principalmente lesiones macroscoépicas en pulmones, estos se exhibian
hiperémicos, con atelectasia y areas enfisematosas. Se realizaron pruebas de PCR en
tejidos, hallandose en cerebro, pulmones, higado, vejiga y corazdn presencia del virus.
Por otro lado, el segundo individuo corresponderia a una hembra, que en el examen
fisico presentaba baja condicidn corporal, atrofia muscular y debilidad fisica. En la
examinacion post mortem se identifico congestion del higado y vasos mesentéricos,
junto con sus nodulos linfaticos. Se presentd pruebas de hisopos positivas orales,
rectales y traqueales del virus.

En el estudio histopatolégico se presentaron los siguientes hallazgos: Enfisema y
exudado en la luz bronquial y enfisema multifocal con exudado mucoso en pulmon,
miocarditis necrosante focal y pancreatitis necrotizantes. Finalmente, en cerebro se
encontraron hallazgos de meningitis mononuclear, encefalitis, gliosis y necrosis
neuronal (Ulloa et al., 2023).

1.8.3 Influenza Aviar en mamifero marinos en Chile

En febrero del ano 2023, se confirma el primer caso positivo de la cepa de alta
patogenicidad (IAAP) de Influenza Aviar en mamiferos marinos del territorio nacional. El
individué se identific6 como lobo marino comun (Otaria flavescens) macho, de
aproximadamente 250 kg que vard en la playa Huascar en la regién de Antofagasta,
presentando signologia respiratoria e incapacidad de incorporarse. Con la llegada de
las autoridades encargadas, sé procedieron a la toma de muestras para la posterior
realizacion de pruebas diagndsticas (PCR), dando positivo a Influenza Aviar. Hasta ese
momento en Chile solo se habia detectado el virus en aves y con este primer caso
informado en un mamifero marino, SERNAPESCA activé su protocolo especial para

varamientos de animales marinos (SUBPESCA, 2023).



La infeccion en animales marinos se ha repartido por todo el largo del territorio nacional,
obteniendo como principal area la zona Norte del pais, destacando las Regiones de
Arica y Parinacota (XV), Antofagasta (ll) y Atacama (lll). Hasta la fecha se han
detectado mas de 24.000 casos de Influenza Aviar en animales marinos, distintas
especies han sido afectadas, tales como lobos marinos (Oftaria flavescens), Pinglinos
de Humbold (Spheniscus humboldt), Chungungos (Lontra felina), Marsopa espinosa
(Phocoena spinipinnis), Huillin (Lontra provocax) y Delfin chileno (Cephalorhynchus
eutropia). En cuanto al lobo marino, este ha sido la especie con mas casos identificados
con alrededor de 18.000 animales positivos, seguido por el pinguino de Humboldt con
2.800 casos. Estas cifras son altisimas, segun la cantidad de poblacién que se estima
para ambos tipos de especies (SERNAPESCA, 2023; Ulloa et al. 2023).



2. HIPOTESIS
HO: Lobos marinos que residen en el Mercado de Angelmé de Puerto Montt no son
portadores de H5N1.
H1: Lobos marinos que residen en el Mercado de Angelmd6 de Puerto Montt son
portadores de H5N1.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:
Examinar el estado sanitario de los lobos marinos (Otaria flavescens) que residen en el
mercado de Angelmdé en Puerto Montt con respecto a H5N1, para asi sugerir el

desarrollo de normas que delimiten a su interaccion con los seres humanos.

3.2 Objetivos especificos:

1- Detectar mediante técnicas moleculares material genético del virus causante de gripe
aviar en las heces de lobos marinos que residen en el mercado de Angelmo.

2- Calcular la prevalencia del virus causante de gripe aviar en los lobos marinos que

residen en el mercado de Angelmo.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Tipo de investigacion:

Esta investigacion corresponde a un estudio de tipo observacional longitudinal
prospectivo analitico, en el que se buscd material genético de Influenza virus A subtipo
H5N1 en muestras de heces frescas recolectadas desde el mercado de Angelmd de
Puerto Montt. La investigacion tuvo una duracion de 2 meses, desde abril a mayo del
afo 2024, durante este periodo se recolectaron heces frescas en frascos estériles que
fueron sometidas a pruebas de biologia molecular (QPCR).

4.2 Poblacién de estudio

La poblacién investigada fueron los lobos marinos de Angelmd, estos circulan
frecuentemente en la costa de la caleta, plataformas y contenedores del mercado, por
dia se encontraban hasta 6 individuos en un mismo rango horario (cantidad total
especifica solo se pudo estimar).

4.3 Tipo de muestra

Al no reconocer con exactitud en numero la poblacion, ademas de no conseguir obtener
contacto con los individuos totales existentes. El tipo de muestra se catalogé como tipo
por conveniencia, esta se describe como “tipo de muestreo donde se permite
seleccionar individuos accesibles y proximos al investigador” (Otzen y Manterola, 2017).
4.4 Método estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva concordante a los resultados obtenidos al final del
proceso experimental. Tablas de frecuencias y tablas analiticas.

4.5 Toma de muestras

4.5.1 Procedimiento

El inici6 de recoleccion de muestras comenzd el viernes 12 de abril del afio 2024,
realizando todos los muestreos siguientes los viernes de abril y mayo. Es decir, toma de
muestras el viernes 12 de abril, viernes 19 abril, viernes 26 abril, viernes 3 de mayo,
viernes 10 de mayo, viernes 17 de mayo, viernes 24 de mayo y viernes 31 de mayo.
Las muestras de heces se tomaron evitando cualquier tipo de contaminacidn
secundaria, asi mismo, se recolectaron muestras lo mas frescas posibles (recién
evacuadas). Se utilizaron guantes asépticos, torulas estériles para recoger las heces y

frascos de muestra estériles para resguardar la muestra, los cuales, fueron rotulados
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con su fecha y numero correspondiente. Las muestras fueron de tipo “ambiental”’, estas
no pudieron ser especificamente identificadas por individuo. Para no repetir las mismas
muestras por individuo y justificar muestra como “recién evacuada”, se utiliz6 como
respaldo material fotografico, ademas, video de la actividad y del sujeto del que provino
la muestra.

4.5.2 Criterios de eleccion:

Criterios de inclusion:

Heces de lobos marinos
Heces frescas

Heces recién evacuadas
Heces no contaminadas

Criterios de exclusion:

Muestras contaminadas

Heces no frescas

Heces de otro animal

4.5.3 Almacenamiento de muestras

El frasco con contenido de haces fue almacenado en coolers junto con gel packs a
temperatura optima de conservacion, al término del muestreo diario, fueron dirigidas
hacia el Centro de investigaciones biolégicas aplicadas (CIBA), ubicada en la Sede la

Patagonia de la Universidad San Sebastian Puerto Montt donde fueron analizadas.
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Figura 1: Terrenos en mercado de Angelmoé
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Figura : A. Lboarno en coneneor de basura de Angelmé, B. Lobo marino junto sus
heces, C. Lobos marinos descansando en costa de la caleta, D. Cooler de almacenamiento de
muestras

4.6 Laboratorio

4.6.1 Bioseguridad de laboratorio

Trabajar en un laboratorio designado.

Usos de equipos de proteccion personal: Guantes, batas, mascarillas y gafas de
seguridad.

Practicas de laboratorio seguras: Una manipulacion aséptica, lavado permanentemente
de manos, ademas de una eliminacién adecuadas de desechos (Instituto de Salud
Publica, 2019).
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4.6.2 Extraccion ARN

Se realizé prueba de extraccion de ARN microbiano utilizando Kit RNeasy Powerfecal
Pro. Kit disefiado para su uso en sustancias inhibidoras de la PCR que contienen las
heces (Figura 1).

Principio y procedimiento descrito por fabricante:

El material inicial recomendado es de 50 a 200 mg de heces. Cada muestra se
homogeneiza en un tubo batidor de perlas de 2 ml que contiene una mezcla de perlas de
lisis. La lisis de las células microbianas y del huésped se ve facilitada tanto por
colisiones mecanicas entre perlas como por la alteracion quimica de las membranas
celulares. Luego, la IRT se utiliza para eliminar sustancias comunes en las muestras de
heces que interfieren con la PCR y otras aplicaciones posteriores. Luego, el lisado se
pasa a través de una columna de centrifugacion de ARN MB. ElI ADN se elimina
mediante digestion con ADNasa en columna seguida de una solucion de lavado. Esto
elimina la enzima y los acidos nucleicos digeridos. EI ARN diluido en agua libre de
RNasa esta listo para usarse en cualquier aplicaciéon posterior (Qiagen, 2022).

4.6.2.1 Contenido del kit
Tubos PowerBead Pro

Solucién CD1

Solucion CD2

Columnas de centrifugacion de ARN MB
Tubos de recogida 2 ml

Solucién EA

Solucion C5

Agua libre de RNasa

Solucién de digestién de ADNasa
ADNasa | (liofilizada)

Tubos de microcentrifuga, 2 ml.
Tubos de elucién, 1,5 ml
Protocolo de inicio rapido

4.6.2.2 Equipos y reactivos que se deben suministrar
Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico

Pipetas y puntas de pipeta desechables con barreras de aerosol (20—1000 pl)
Guantes desechables

Micro centrifuga (con rotor para tubos de 1,5y 2 ml)

Vortex-Genie®2

Equipo para disgregacion y homogeneizacion de muestras
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(Qiagen, 2022)

4.6.2.3 Procedimiento
1. Comenzamos identificando el numero de muestras con las que trabajamos, consecutivo
a esto, por cada muestra usaremos un tubo “Power Bead Pro Tube”.
Se adicionan entre 50 — 100 mg de muestra en tubo “Power Bead Pro Tube”.
Adicionamos 650 uL de Solucién CD1 y 100 uL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico.
Homogenizamos en vortex a maxima velocidad durante 10 minutos.
Centrifugamos tubo “Power Bead Pro Tube a 15.000 G durante 1 minuto.

Transferimos sobrenadante a tubo de micro centrifuga de 2 ml.

N o g s~ w D

Adicionamos 200 uL de solucién CD2 y agitamos durante 5 segundos. Centrifugamos a

15.000 G durante 1 minuto.

8. Transferimos 300 uL de sobrenadante a un tubo de micro centrifuga limpio de 2 ml.

9. Adicionamos 300 uL de Solucién EA'y luego agitamos brevemente.

10.Cargamos 600 uL de sobrenadante + Solucién EA en columna de centrifugacion de “MB
ARN”. Centrifugamos a 15.000 G por 1 minuto y desechamos sobrenadante.

11. Adicionamos 650 uL de solucién EA y centrifugamos a 15.000 G durante 1 minuto.

12.Colocamos columna de “MB ARN” en tubo colector limpio y adicionamos 50uL de
Solucién de ADNasa | al centro de columna.

13.Incubamos a temperatura ambiente durante 15 minutos.

14. Adicionamos 650 uL de Solucién EA, centrifugamos a 15.000 G durante 1 minuto y
luego desechamos sobrenadante.

15. Adicionamos 500 uL de Solucion EA, centrifugamos a 15.000 G durante 1 minuto y
luego desechamos sobrenadante.

16. Colocamos columna en tubo colector limpio y centrifugamos a 15.000 G durante 1
minuto.

17.Colocamos columna “MB ARN” en un tubo microcentrifuga limpio de 1,5 ml

18. Adicionamos 100 uL de “RNase-free water” e incubamos a temperatura ambiente
durante 1 minuto.

19. Centrifugamos por ultima vez a 15.000 por 1 minuto, desechamos columna de MB ARN

y obtenemos ARN finalmente purificado.
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Figura 2: Extraccion ARN.
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Figura 2: A. Adicion de 50mg de heces en tuno “Powerade Bead Pro Tube”, B. Solucién EA, CD1, CD2 y
RNase-free water, C. ADNasa y D. Cuantificacion

4.6.3 RT-PCR

Para realizar la prueba de PCR en tiempo real se utilizé el producto. VetMAX™-Gold
AlV Detection Kit (Figura 2).

En primer lugar, determinamos el numero de muestras con las que se trabajara por
prueba, ademas de realizar el proceso de descongelacién de reactivos.

Adicion de reactivos fueron distribuidos en placas de reaccion de 96 pocillos:
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Figura 3: Distribucion de placa de 96 pocillos

M1

M2

M3

M: Muestra B: Blanco CPM: Control Positivo mayor CPm: Control positivo menor

e Muestra: ARN purificado - 8 uL

e Control positivo: Mezcla de control de ARN del virus de influenza - 8uL
Cada muestra fue adicionada con la mezcla maestra del Vetmax.

Mezcla maestra es integrada por los siguientes elementos:

Figura 4: Componentes mezcla VetMAX.

Componentes Volumen por muestra

2X Multiplex RT-PCR buffer 6,25 ul
Multiplex RT- PCR enzima Mix 1,25 uL
Virus influenza primers-probe Mix 0,5uL
Nuclease-free Water 0,5uL
Volumen total del Mix 8,5 uL

Placa de 96 pocillos con sus componentes es introducida a un termociclador.

Realizacion e interpretacion de PCR en tiempo real es realizado por software

QuantStudio.
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Ciclos del termocilclador:

Figura 5: Indicadores de temperatura, tiempo y ciclos de RT-PCR

Hold Stage PCR Stage
95.0 °C 95.0°C
10:00 1.6°C/s 015
o o
1.6°C/s
1.6 °C/s
60.0°C
00:45
48.0°C it
10:00
&
1.6 °C/s
Step1 Step2 Stepl Step2
Figura 6: Amplificacion QuantStudio.
Figura 7: Interfaz general de PCR
20 Amplification Plot Amplification Plot
oo & .
o ] /-
i.ﬁ fD- //
:; z /
.g - 4
o o e s S - i /




Amplification Plot

1 2
b 3 g
Ay
|
| =
i
i
i
8|
i
i
i
i 2
i
| o'
i
b [ =g
i
i
|
o
|
i
i
i 3
i
i li
i
|
i
|
Fi
|
i 3
2
Gy
i
i
i
i
"

A. General, B. Controles positivos C. Muestras y D.

19

Blancos




5. RESULTADOS

Se recolectaron y analizaron un total de 24 muestras, siendo todas negativas al PCR en

tiempo real (Tabla 1). Se obtuvo una prevalencia del 0% en Influenza Aviar H5N1 en las

24 muestras de heces de lobos marinos analizadas, provenientes desde el mercado de

Angelmd. 10 muestras fueron recolectadas en el mes de abril y 14 muestras en el mes

de mayo (Tabla 1).

Tabla 1: Resultados gPCR muestra heces de lobos marinos.

N.°
Dia muestreo | muestra | Peso (g) Concentraciéon ng/ulL 260/280 gPCR
12-abr-24 1 0,6 37 2,07 negativo
2 0,7 193 2,32 negativo
3 0,6 80,4 2,3 negativo
19-abr-24 4 0,16 231,1 2,3 negativo
5 0,03 60,5 2,26 negativo
6 0,04 284.6 2,31 negativo
7 0,08 27,8 2,13 negativo
8 0,09 86,9 2,25 negativo
26-abr-24 9 0,11 35,4 1,92 negativo
10 0,1 24,6 1,74 negativo
03-may-24 11 0,1 35 1,83 negativo
12 0,1 42 1,7 negativo
13 0,12 17 1,62 negativo
14 0,11 19 1,69 negativo
10-may-24 15 0,13 361,4 2,33 negativo
16 0,06 37,9 2,19 negativo
17 0,08 95,6 2,29 negativo
18 0,09 53,5 2,23 negativo
17-may-24 19 0,11 114,3 2,26 negativo
20 0,1 1155 2,7 negativo
24-may-24 21 0,11 20,6 2,16 negativo
22 0,09 180,2 2,24 negativo
23 0,08 72,7 2,2 negativo
24 0,07 19,3 2,15 negativo
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Tabla 2: Medidas estadisticas de la concentracion ng/ul y relacién 260/280.

D.
Promedio estandar Mediana
Concentracion
ng/ul 93,55 92,29 57
260/280 2,13 0,26 2,22
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6. DISCUSION

En el presente trabajo se realizaron analisis de heces de lobos marinos, en las que se
efectuaron técnicas moleculares para hallar presencia de material genético del virus
causante de gripe aviar. Los resultados indicaron en la totalidad de las muestras fueron
negativas. Esto nos podria indicar que los lobos marinos que concurren en Angelmoé no
son portadores H5N1. Sin embargo, al limitarnos a muestrear individuos que estaban
presentes en cierto rango horario del dia, nos excluye la totalidad de individuos
presentes esporadicamente dentro del sector, para asi haber podido catalogar como
zona libre de H5N1 entre los meses de abril y junio. Por lo tanto, en vez de declarar que
lobos marinos de Angelm¢ estan libres de H5N1, la expresidn mas correcta es catalogar
las muestras tomadas, como exentas de H5N1.

Segun registros del Favet, institucion encargada del diagnéstico molecular de individuos
concordantes a H5N1, junto a Sernapesca, la situacion pais ha mejorado con respecto
a afnos anteriores. Es decir, el varamiento de individuos en las costas de nuestro pais
ha disminuido, evento caracteristico a con respecto a las sospechas de H5N1. De
hecho, el afio 2023 desde enero-mayo, se registraron 12.258 individuos varados y en el
presente afio 2024, entre los mismos meses se registré una cifra de 1.289 ejemplares
encallados. La disminucion de los sucesos tipicos caracteristicos de la enfermedad nos
podria indicar una cierta disminucion en la prevalencia de H5N1, por con siguiente, una
relacion en la negatividad del total de muestras tomadas en nuestro estudio. Es dificil
hacer un seguimiento por biologia molecular en estos individuos, ya que cuando se
identifica un ejemplar varado se prosigue con la eutanasia y un posterior traslado a una
fosa sanitaria, no realizandose ningun tipo de toma de muestra para diagnéstico, a
menos que el individuo varado sea una especie sin historial de HS5N1 anteriormente en
la region. (SERNAPESCA, 2024).

Segun Ulloa et al. (2023) distintos factores pueden alterar la positividad de H5N1, entre
ellos, condiciones ambientales, patogénesis del virus, asi como, la llegada del virus
hacia los tejidos relacionados con la muestra extraida, en este caso ha extensiones
digestivas como estdmago, intestinos o recto. Segun Postel et al. (2021) la ingesta oral
de agua, heces o animales infestados, podria ser la principal forma de via de entrada al

organismo, sin embargo, cargas virales de animales contagiados se destacan
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principalmente tejidos cerebrales y en menor cantidad en muestras de pulmén,
hisopados nasales e hisopados rectales. Los dos ultimos son la forma mas frecuente de
métodos diagnostico en individuos in vivo. Se recomienda tomar muestras de liquido
encéfalo raquideo, ademas de porciones de cerebro y cerebelo para determinar una
cuantificacion mucho mayor. En base a estos antecedentes, si hubiésemos logrado
analizar alguno de estos tejidos, quiza nuestros resultados serian diferentes, o bien no.
Como antes se mencioné la transmisién mediante ingesta oral es la hipdtesis que mas
fuerza ha tomado en lobos marinos debido a que las regiones que poseen un habitat en
donde las aves y los lobos marinos se beneficien de los mismos recursos alimenticios
se relacionan con la mayor cantidad de animales catalogados con H5N1. Asi mismo, el
propio consumo de aves enfermas por parte de lobos marinos se describe por
Gamarra-Toledo et al. (2023). Nuestra region posee la mayor cantidad de poblacién de
lobos marinos a lo largo del pais y tiene habitats compuestos por lobos marinos y aves,
sugiriendo la posibilidad de contagio como se menciono anteriormente

Sitios como Isla Metalqui, Dehui e Isla Guafo, serian de gran importancia mantener en
un seguimiento mas profundo, por un lado, Isla Metalqui y Dehui poseen una gran
cantidad de lobos marinos, destacando la Isla Metalqui con una cantidad estimada de
19.000 individuos segun el censo realizado por Oliva et al. (2019). Por otro lado, Isla
Gaufo, ademas de presentar una gran cantidad de poblacion de lobos marinos, es
destacada por su gran biodiversidad, indicada como sitio prioritario de la conservacion
de la region de los Lagos. Esta isla es sefialada como el sitio de alimentacion y crianza
principal del hemisferio sur para la ballena azul (Balaenoptera musculus), asimismo, se
establece la colonia reproductiva de aves migratorias mas importante del mundo entre
los meses de noviembre y marzo, mas aun cuando aves migratorias se indican como el
principal vector de la enfermedad. Ademas, posee en su territorio especies destacadas
en peligro critico como el Chungungo (Lontra felina) y la ballena franca (Eubalaena
australis) (Seguel, 2018). El lobo marino presenta una de las colonias reproductivas
mas importante en la Isla Guafo con un aproximado de 5800 ejemplares, ademas estos
forman parte de la dieta de distintos depredadores importante de la zona como lo es la
orca (Orcinus orca), la cual se destaca en la zona durante el verano (Seguel y Pavés,

2018; WWF, 2020). Se sugiere vigilar de manera activa o pasiva el virus de influenza
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aviar H5N1 en regién de los Lagos debido a su importancia en el desencadenamiento
de grandes cantidades de contagios, ademas de convertirse en una endemia en la
fauna. Es de vital importancia prevenir posibles brotes y proteger la salud publica del

virus.
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7. CONCLUSION

A modo de cierre, se realizd una investigacion correspondiente a un estudio de tipo
observacional longitudinal prospectivo analitico, desarrollando muestreos entre los
meses de abril y mayo de heces frescas de lobo marino comun (Otaria flavescens),
categorizandolas como muestras ambientales a conveniencia. Se obtuvo en total 24
muestras de fecas, en las cuales se realizd un aislamiento del material genético,
ademas, de un analisis mediante pruebas moleculares con el fin de identificar H5N1
(PCR en tiempo real), obteniendo como resultado negativo la totalidad de las muestras.
Finalmente, se presentaron los resultados organizados en tablas, ordenados por
numeros de muestras y fecha de extraccion. Los resultados negativos de igual forma
sugieren la importancia de seguir monitoreando la presencia de este subtipo de virus en
la poblacion, asi como implementar medidas preventivas para prevenir la propagacion
de la enfermedad. Finalmente, podemos concluir que las muestras tomadas, estan
exentas de H5N1, pero no podemos concluir que el mercado de Angelmé es libre de
H5N1.
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