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TECNICA DE DETECCION FLUORO-INMUNOMAGNETICA DE VIRUS
ENTERICOS EN AGUAS

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se relaciona con el desarrollo de nuevos métodos para la

deteccion de patdégenos en aguas con implicaciones a nivel de salud publica.

ESTADO DE LA TECNICA

El agua es un elemento que contribuye de manera fundamental a todo proceso vital,
pero también puede llegar convertirse en un vector transmisor de enfermedades
cuando su calidad no es 6ptima. Aquellas enfermedades transmitidas por el agua
se les conocen como "enfermedades de transmision hidrica" y pueden ser causadas
por agentes biolégicos o quimicos. Las enfermedades de origen bioldgico suelen
ser contagiosas y sus agentes etioldgicos pueden ser de tipo bacteriano, parasitario

o viral.

Se considera que mas de 140 tipos de virus entéricos pueden ser encontrados ser
encontrados en fuentes hidricas (Pelaez D, et al, 2010). Entre estos se encuentra
los Rotavirus, Norovirus, Sapovirus, Adenovirus, Astrovirus, Enterovirus, Reovirus
(Kiulia, N. et al, 2015). Una investigacion publicada en 2016, por el grupo de
Virologia del Instituto Nacional de Salud, sobre aguas procedentes de 102
municipios de Colombia, mostré que el 50,7% de las muestras fue positivo para
algun tipo de virus entérico. La mayor prevalencia fue de virus Hepatitits A con un
26,73%, seguido de Enterovirus y Rotavirus con 20.48 % respectivamente y
adenovirus (18.05%). Ademas, los autores reportaron que los niveles de virus en
aguas crudas y potables fue muy similar (48,26% y 45,83%, respectivamente)
(Pelaez D. et al, 2016).

Una fuente hidrica contaminada con virus entéricos es de suma importancia a nivel
de salud publica, ya que muchos de ellos pueden permanecer viables en las fuentes

de agua, teniendo la capacidad de pasar las barreras fisicas y quimicas (cloro) de
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los procesos convencionales de potabilizacion, llegando incluso a cultivos que

pueden convertirse en vectores de transmision de enfermedades.

Por tal motivo, microbidlogos, epidemidlogos y responsables de la calidad de agua,
han debatido sobre la utilidad de hacer seguimiento y monitoreo a la presencia de
virus como indicadores de contaminacion, comprobando asi la eficiencia de los
procesos de potabilizacion. Actualmente en Colombia no existe ninguna regulacion

sobre virus en muestras de aguas.

Desde el punto de vista analitico, los virus son dificiles de detectar debido a que se
encuentran diluidos en agua (1 a 103 particulas virales/Lt de agua) (Kiulia, N., y
otros, 2015). Los métodos de deteccion de virus en muestras como el agua, estan
basados en métodos moleculares. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
la PCR acoplada a reverso transcriptasa (RT-PCR) y la PCR cuantitativa y en tiempo
real (QPCR), son algunas de las mas utilizadas y exhiben alta sensibilidad y
especificidad. No obstante, existen limitantes tales como la ausencia de correlacion
entre el genoma viral detectado y su nivel de infectividad, haciendo necesario

emplear métodos adicionales como el cultivo celular para poder identificarlos.

El cultivo celular aunque sensible también es laborioso y costoso. Ademas, no todos
los virus son capaces de generar efecto citopatico con lo cual el proceso de
deteccion se dificulta. Incluso para algunos enterovirus como es el caso de
Norovirus, no hay disponibles lineas celulares de propagacion (Hamzaa IA et al,
2011).

El uso de métodos seroldgicos también es muy frecuente. Una de ellas es el ensayo
de inmunoabsorcion ligado a una enzima (ELISA). No obstante, una de las
dificultades que presenta es que detectan titulos virales elevados, requiriendo

pretratamientos para concentrar los virus (Kiulia, N. et al. 2015).

Para concentrar los virus, se emplean técnicas tales como la adsorpcion-elucion.
Esta técnica se fundamenta en el uso de membranas electropositivas o
electronegativas que permiten la adsorcion de las particulas virales debido a las
interacciones electrostaticas entre ambos. Seguidamente, son eluidos de la
superficie del filtro a través de soluciones como extracto de carne, glicina o hidroxido

de aluminio, que son sustancias que compiten por los sitios de union del virus en la
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membrana, liberandolos a la solucién (Calgua, B et al. 2013). La principal desventaja
del método es la baja recuperacion viral, ya que en un estudio reportado por Fumian,
T., et al, el método basado en adsorcidon-elucion tuvo una taza de recuperaciéon de
tan solo el 3.5% (Fumian, T., et al, 2010).

Otra técnica empleada para la concentracion viral es la ultrafiltracion tangencial
(UFT), la cual consiste en realizar una serie de filtrados en membranas de distinto
tamano de poro, dirigiendo la muestra a un filtro de flujo tangencial por medio de
una bomba peristaltica de alta presion, produciendo dos fracciones: la filtrada de
interés y la excluida por el filtro (Negrete, A. et al, 2014). En un estudio realizado por
Alavandi et al, tras procesar 100 L de agua a través de esta técnica, se obtuvo un
volumen final de 100 mL y un rango de recuperacion viral que oscilé entre un 7.5 a
89.61% (Alavandi et al, 2015). La técnica tiene varias limitantes. Una de ellas, es el
tiempo. Se requieren 24 a 48 horas para realizar la concentracion viral (Pelaez, D.
et al. 2010). Su aplicacion también se ve limitada debido a la concentracion
simultanea de interferentes organicos e inorganicos presentes en las muestras que
no permiten que los procesos de identificacion viral posteriores tales como PCR o

cultivos celulares, se lleven a cabo adecuadamente, generando falsos negativos.

Con el fin de evitar estos inconvenientes, se han introducido otras técnicas de
concentracion. Entre estas cabe resaltar la separacion inmunomagnética (IMS). El
prefijo “inmuno” involucra el uso de anticuerpos (Ac), que son glicoproteinas en
forma de “Y” las cuales son generadas por el sistema inmune de animales y
humanos en presencia de una sustancia extrafia o antigeno (Ag). Los Ac presentan
afinidad intrinseca por el Ag que puede alcanzar hasta 10"" mol/L, donde el antigeno
es reconocido a través de la interaccion antigeno-anticuerpo (Ac-Ag) (Mortaza, I.
2013).

El sufijo “magnética” indica el uso de una particula que presenta esta propiedad,
cuya superficie es usada para inmovilizar anticuerpos (Ac) a través de diferentes
meétodos. La inmovilizaciéon debe asegurar que el Ac reconozca el antigeno y para
esto debe quedar bien orientado sobre la superficie. Esto significa que la fraccion
constante o base de la Y quede en contacto con la superficie y los dos brazos o
fraccién variable quede disponible para la deteccion del antigeno. En este caso, se
podria decir que cada anticuerpo (tipo IgG) puede unirse a dos antigenos (Villamizar
R, 2009).
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La propiedad magnética es aprovechada por tanto para concentrar y separar los
antigenos a través de la aplicaciéon de un campo magnético externo. La IMS ha sido
propuesta para la deteccion selectiva de particulas virales intactas o infecciosas.
Esta técnica ha sido acoplada a métodos moleculares y ha posibilitado la
identificacién y cuantificacion de virus entéricos tales como Hepatitis A (Lee, K., et
al., 2012), Adenovirus (Haramoto E et al., 2010) Rotavirus (Yang W et al, 2011) a
partir de diferentes muestras ambientales eliminando interferentes, incluido
inhibidores de PCR.

Es asi como, en esta patente se presenta una técnica mejorada de la IMS a la que
se ha denominado “Separacién Fluoro-Inmuno-Magnética” de particulas virales,
que emplea un tipo de particula que integra las propiedades magnéticas y de
fluorescencia, para permitir eventos de separacion, concentracién viral y
visualizacion en parelelo. De esta forma, se tiene un mejor control sobre el proceso
de deteccion viral. Las particulas son funcionalizadas gracias a una cubierta rica en
grupos aminos presente en su superficie, lo que facilita la union covalente del
anticuerpo en posicion correcta y, por tanto, la deteccion sensible y selectiva de
diferentes tipos de virus entéricos con implicaciones a nivel de salud publica. La
utilizacidn de anticuerpos como elementos de reconocimiento asegura la deteccion
de particulas virales infecciosas sin la necesidad de emplear técnicas adicionales
de cultivo en lineas celulares para evidenciar infectividad. Para confirmar la
presencia del virus se hace necesario hacer extraccion de material genético y para
esto se emplea un kit comercial de rapida y sencilla aplicacion. De esta forma, a
través de la utilizacion de esta técnica, se abre un espectro de posibilidades en
deteccion, ya que al emplear anticuerpos especificos se puede reconocer diferentes
tipos de patdogenos que incluye cualquier tipo de virus entérico e incluso quistes de

parasitos, los cuales también se encuentran muy diluidos en aguas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra una forma esquematica del proceso de funcionalizacién de las
microparticulas fluoro-magnéticas, en donde las particulas magnéticas poseen un
core o0 nucleo fluorescente y una capa externa magnética la cual se encuentra
modificada con grupos aminos que facilita la unién de anticuerpos monoclonales
para diferentes tipos de virus entéricos (i.e. Rotavirus, Adenovirus, Hepatitis A,
Norovirus, Enterovirus) a través de los grupos carboxilos presentes en la fraccion

cristalizable (Fc) de la glicoproteina. Esto garantiza la orientacion adecuada del
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anticuerpo, permitiendo dos sitios para union al antigeno. Después de cada paso de
la funcionalizacion, las particulas son lavadas tres veces con PBS y agua destilada

estéril para remover los anticuerpos que no fueron adsorbidos a las particulas.

La figura 2 muestra la Representacion Esquematica del Proceso de Captura,
Concentracion y Separacion de Virus empleando microparticulas magneto-inmuno-
fluorescentes, en donde la propiedad magnética de las particulas es usada para
concentrar y separar el virus de interés presente en la muestra de agua, a través de

la aplicacién de un campo magnético externo.

La figura 3 ensefia la caracterizacion Microscopia Confocal de las Microparticulas
Magnéticas. A) Microparticulas solas B) Microparticulas funcionalizadas con
anticuerpo monoclonal anti-Rotavirus C) Formacién de cumulos (clusters) inducidos

por la presencia de Rotavirus (10 3 particulas virales/mL) en la muestra.

La figura 4 es una microscopia de Fuerza Atomica A) Microparticula Fluoro-
magnética B) Particula viral de Rotavirus C) Microparticulas Biofuncionalizadas con
anti-Rotavirus D) Complejo microparticula-anticuerpo-virus después de haber sido
expuestas a 103 particulas virales de Rotavirus, en donde se puede evidenciar la
presencia de virus sobre la superficie de las particulas, siendo mas evidente la

agrupacion formada sobre la parte inferior adsorbidos a través de los anticuerpos.

La figura 5 son imagenes obtenidas con TEM empleando tincidon negativa de A)
Microfotografia de Microparticulas magnéticas funcionalizadas después de haber
sido expuestas a 108 particulas virales de Rotavirus B) Microparticula magnética B)

Zoom de los Virus (Rotavirus) unidos a las microparticulas magnéticas.

La figura 6 corresponde a una curva de calibracion realizada con concentraciones
diferentes de la vacuna Rotateq (contiene 5 serotipos diferentes de Rotavirus a una
concentracion inicial de 106 PV/mL) y los datos obtenidos para la recuperacién del
RNA usando particulas fluoro-inmunomagnéticas de acuerdo con la presente

invencion.

La figura 7 muestra la electroforesis en gel de agarosa 1.8% que muestra la

amplificacion de una region de la proteina VP6 presente en la capside de Rotavirus.
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La figura 8 es una electroforesis en gel de agarosa 1.8% que muestra la
amplificacion del RNA obtenido a partir de las pruebas de selectividad y de unién no
especifica a microparticulas fluoro-magnéticas funcionalizadas o no con el

anticuerpo anti-Rotavirus

La figura 9 es una representacion esquematica del pretratamiento de aguas crudas

previo analisis con la técnica de Separacion Fluoro-Inmuno-Magnética

La figura 10 corresponde a una curva de calibracién realizada en muestras de agua
cruda pre-tratada, esterilizada y contaminada artificialmente con diferentes

concentraciones de Rotateq

La figura 11 muestra la caracterizacién por microscopia de Fluorescencia de los
complejos microparticulas-anticuerpo después de haber sido expuestos a aguas

crudas con potencial contenido de Rotavirus y Hepatitis A

La figura 12 corresponde a las imagenes obtenidas con TEM empleando tincién
negativa de A) Virus de la Hepatitis A (VHA) B) Rotavirus obtenidos a partir de aguas

crudas

La figura 13 muestra la cuantificacion del RNA viral obtenido a partir de muestras
de agua cruda obtenidas a partir de 4 plantas de potabilizacion y sus respectivas
fuentes hidricas abastecedoras empleando la técnica de separacion Fluoro-Inmuno-

Magnética

La figura 14 es una electroforesis en gel de agarosa 1.8% que muestra la
amplificacion de una region de la proteina VP6 y VP1 especificas para Rotavirus y
Virus de la Hepatitis A, respectivamente separados, concentrados y detectados
usando la técnica de separacion Fluoro-Inmuno-Magnética a partir de aguas crudas

de 4 plantas potabilizadoras y sus respectivas fuentes de abastecimiento hidrico.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La técnica de deteccion fluoro-inmunomagnética de virus entéricos en aguas,
consiste en funcionalizar microparticulas fluoro-magnéticas, las cuales poseen en
su superficie grupos aminos que permiten la unién de forma covalente a los grupos

carboxilos presentes en la fraccién constante (Fc) de anticuerpos especificos para
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diferentes tipos de virus entéricos (como por ejemplo Rotavirus, Hepatitis A,
Adenovirus, Astrovirus, Enterovirus, entre otros). La técnica comprende las
siguientes etapas:

a) Hacer reaccionar una solucion de microparticulas fluoro-magnéticas con
anticuerpos monoclonales especificos para diferentes tipos de virus entéricos
durante 30 minutos a 2 horas a una temperatura entre 33 y 37°C;

b) Magnetizar las microparticulas

c) Lavar el exceso de anticuerpo con PBS 0.15 mM con pH 7.4.

d) Resuspender las microparticulas funcionalizadas con los anticuerpos en PBS
0.15 mM conteniendo BSA y

e) Agregar el agua con potencial contenido viral hasta completar un (1) litro;

f) Hacer la inmuno-reaccion durante un periodo entre 1 a 3 horas a temperatura
ambiente con agitacion constante entre 120 y 150 rpm;

g) Aplicar un campo magnético,

h) Descartar el agua y recuperar los complejos magnetizados en PBS 0.15 mM
con pH 7.4.

i) Caracterizar microscopicamente el complejo (microparticula-anticuerpo-
virus) a través de microscopia confocal y/o fluorescencia y microscopia

electronica;

Adicionalmente, la técnica de deteccion fluoro- inmunomagnética de virus entéricos
en aguas también puede comprender las etapas adicionales de
j) Choque térmico a 90°C por 15 segundos a -4°C por 15 segundos de los
complejos magnetizados del paso h)
k) Centrifugacion de la solucién del paso j) a 5000 rpm durante 15 minutos

[) Cuantificacion del RNA viral del sobrenadante.

El proceso detalladamente se lleva a cabo tomando 250 yL de una solucién de
microparticulas fluoro-magnéticas (0.001% p/p) y se mezclan con 250 upL del
anticuerpo (10 pg/mL), dejandolos reaccionar durante un periodo de 30 minutos a 2
horas, de preferencia 1 hora a una temperatura entre 35 a 40°C, de preferencia
37°C. Seguidamente, las particulas son magnetizadas y el exceso de anticuerpo es
lavado dos veces usando PBS 0.15 mM pH 7.4 conteniendo 0.1% de BSA y una vez

con agua destilada estéril.
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Posteriormente, las microparticulas funcionalizadas son resuspendidas en 250 pL
de PBS 0.15 mM pH 7.4 y son depositadas a 1 Lt de agua con potencial contenido
viral. La inmunoreaccién se lleva a cabo durante un periodo entre 1 a 3 horas, de
preferencia 2 horas a temperatura ambiente, en agitacién constante, a una
velocidad de entre 80 y 150 rpm, de preferencia 120 rpm. Finalmente, un campo
magnético externo es aplicado con el fin de concentrar y separar el complejo. El
agua es descartada y posteriormente los complejos magnetizados son recuperados
en 250 yL PBS 0.15 mM pH 7.4.

50 pL del complejo (microparticula-anticuerpo-virus) se caracteriza a través de
microscopia confocal o de fluorescencia, para comprobar el proceso de separacion
inmunomagnética y la formaciéon de agregados. En caso de existir altas
concentraciones de virus en la muestra analizada, se pueden apreciar la formacion

de agrupaciones de particulas (clusters de 20-50 particulas).

El volumen restante (200 L), es sometido a un choque térmico (90°C/15 segundos
-4°C/15 segundos) para romper la interaccion antigeno-anticuerpo y asi liberar los
viriones unidos a las particulas. Posteriormente se centrifuga a 5000 rpm/15 min y
el sobrenadante se emplea para hacer extraccion y cuantificacion del RNA viral y
de esta forma confirmar la presencia del virus. El pellet conteniendo las

microparticulas es colectado y reutilizado para otros ensayos.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: DETECCION DE ROTAVIRUS EN MUESTRAS DE AGUA
ARTIFICIALMENTE CONTAMINADA

OBJETIVO
Detectar Rotavirus en muestras de agua destilada estéril artificialmente

contaminada, empleando la técnica de separacion fluoro-inmuno-magnética.

METODOLOGIA

1. Se preparo una solucion 0.001% de las microparticulas magneto-fluorescentes
y se funcionalizaron con el anticuerpo anti-Rotavirus (10 pg/mL) (Figura 1).
Seguidamente, 500 pL de las microparticulas funcionalizadas fueron expuestas

a 1 Lt de agua destilada estéril contaminada artificialmente con 1 a 108 particulas



10

15

20

25

30

35

virales/mL. Seguidamente, se llevé a cabo el proceso de separacion fluoro-
inmuno-magnético como se explicd en el numeral 2 (Figura 2).

Para comprobar la eficiencia en la separacién, se llevd a cabo una
caracterizacion por microscopia confocal de las particulas antes, durante y
después del proceso de deteccién viral (Figura 3).

Adicionalmente, para verificar si la formacion de agrupaciones en las particulas
eran inducidas por la presencia de virus, se llevaron a cabo analisis adicionales
de formacion de clusters, Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) y microscopia
electronica (TEM) (Figura 4-5).

La interaccion antigeno-anticuerpo se rompié aplicando choque térmico
(90°C/15 segundos-4°C/15 segundos). Posteriormente, se centrifugé a 8000
rpom/15 minutos para facilitar la recuperacion de los virus y la precipitacién de las
microparticulas fluoro-magnéticas.

A los virus recuperados se les realizé extraccion y cuantificacion de RNA. Los
resultados fueron comparados con una curva patron construida a partir del RNA
obtenido directamente de la vacuna Rotateq diluida seriadamente a las
concentraciones trabajadas (Figura 6).

El RNA extraido fue denaturado a 95 -C por 5 min y colocado inmediatamente
en hielo por 5 min adicionales previo a llevar a cabo la RT-PCR OneStep
Superscript lll. EI material genético amplificado fue revelado en electroforesis en
gel de agarosa 1,8 % (Figura 7).

La selectividad del complejo microparticula-anticuerpo en presencia de
interferentes presentes comunmente en el agua fue determinada. Para tal fin,
se empled una muestra de heces fecales presuntivamente contaminada con
poliovirus y otros virus entéricos, provista por el Laboratorio de Virologia del
Instituto Nacional de Salud (INS). Las microparticulas inmuno-fluoromagnéticas
fueron funcionalizadas con el anticuerpo anti-Rotavirus, como se describid
anteriormente. Seguidamente se expusieron a 1L de agua contaminada las
heces del paciente y se realiz6 la inmuno-reaccién. Los virus concentrados
fueron separados de las microparticulas magnéticas y posteriormente el RNA
viral fue extraido y cuantificado. La presencia de interferentes se confirmé
empleando RT-PCR OneStep Superscript Ill y se revel6 en electroforesis en gel
de agarosa 1,8 % (Figura 8). El corrido electroforético se llevé a cabo por
triplicado.

De la misma forma, se comprob¢ la posible adsorcion no especifica al complejo

microparticula-anticuerpo. Para tal fin se tomaron microparticulas fluoro-
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magnéticas sin funcionalizar, es decir, sin el anticuerpo y se depositaron a 1L de
agua previamente contaminada con Rotateq (i.e. 106 PV/mL). La muestra fue
magnetizada, lavada con agua PBS y agua destilada estéril. Posteriormente se
aplicé choque térmico a fin de separar los virus unidos y se realiz6 extraccion de
RNA. La presencia de interferentes se confirmé empleando RT-PCR OneStep
Superscript lll y se reveld en electroforesis en gel de agarosa 1,8 % (Figura 8).

El corrido electroforético se llevo a cabo por triplicado.

RESULTADOS

En la figura 3A se aprecian las microparticulas magnéticas antes del proceso de
funcionalizacion. Se puede evidenciar que las microparticulas se encuentran
dispersas en el medio. Esto se debe a la repulsion electrostatica que se genera por
la carga positiva de los grupos aminos presentes en la superficie de las particulas.
En la figura 3B, se aprecian las microparticulas funcionalizadas con el anticuerpo
anti-Rotavirus. Puede observarse pequefios agregados de microparticulas (2 o 3
particulas) debido a la diferencia de cargas de los aminoacidos que componen el
anticuerpo. Finalmente, en la figura 3C, se observa la formacion de grandes
agrupaciones (grupos de 5 a +30 particulas) como consecuencia de la exposicion
de las microparticulas a altas concentraciones del virus (108 particulas Rotateq/mL).
La presencia del virus hace que las particulas se auto-ensamblen, generando
agrupaciones (clusters) que varian de tamafio en funcion de la cantidad de virus
presentes en la muestra. Este evento ha sido previamente descrito por Pérez JM y
colaboradores (Pérez JM et al, 2003).

Para confirmar que la formacion de agregados era mediada por virus, se llevo a
cabo la caracterizacion a través de Microscopia de Fuerza Atomica. A través de esta
técnica se determind un diametro inicial de las microparticulas de 562 nm (Figura
4A), lo cual se corresponde con la ficha técnica del producto. Una vez las
microparticulas fueron funcionalizadas con el anticuerpo anti-Rotavirus, su diametro
aumenté aproximadamente en 10 nm (Figura 4C). La altura de una IgG es de 12 nm
en posicion vertical, esto significa, con la region Fab apuntando al analito. No
obstante, debido al mecanismo de absorcidn sobre los grupos aminos, se pueden
presentar rotacidon de la biomolécula permitiendo movimientos rotacionales (Tronin,

A. et al., 1995) que generan variaciones en los valores (i.e. desde 10 nm a 12 nm).
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Después de que las particulas funcionalizadas fueron expuestas al virus
incrementaron significativamente su diametro. La figura 4B muestra que una
particula viral de Rotavirus, alcanza un diametro promedio de 100 nm, mientras que
en la figura 4D puede evidenciarse la formacion de un cumulo de virus adsorbido a
la superficie de las particulas funcionalizadas. Alli los virus son detectados a través

de la interaccién antigeno-anticuerpo mediada por fuerzas supramoleculares.

Muestras de la misma naturaleza fueron caracterizadas por microscopia de
transmision electrénica (TEM) con el fin de visualizar mejor el complejo y comprobar
la presencia de los virus. En la figura 5, puede apreciarse la morfologia de una
microparticula magnética, de una particula de Rotavirus y del complejo
microparticula-anticuerpo-virus, confirmando asi los hallazgos obtenidos a través de

la caracterizacion con AFM.

La caracterizacion molecular permitié confirmar la presencia de Rotavirus. La figura
6 muestra la curva de calibrado empleando un stock de Rotateq a diferentes
concentraciones (i.e. 10 a 108 particulas virales) y el RNA recuperado de los mismos
stocks diluidos en 1 Lt de agua empleando las microparticulas fluoro-inmuno-
magnéticas. Se puede apreciar que a mayor contenido viral mayor cantidad de RNA

viral en las muestras.

De igual forma, se puede apreciar en la grafica, que los virus diluidos en 1 Lt de
agua son eficientemente separados y concentrados, con porcentajes de
recuperacion promedio de 80.68 %. Lo anterior indica que en muestras de agua

potable o pura existen muy pocos interferentes capaces de reducir la deteccion viral.

Ademas, se quiso comprobar que el RNA extraido, efectivamente perteneciera a
Rotavirus y no a posibles interferentes de la matriz absorbidos de forma no
especifica a las microparticulas. De esta forma se procedié a amplificar y revelar el
material genético. La figura 7 muestra el marcador de peso molecular, un control
negativo (C-) y el control positivo (C+) correspondientes al segmento de 211 pb de
la proteina de capside VP6. Los pozos 7, 8 y 9 muestran las bandas obtenidas para
10PV, 10%PV y 10% PV de Rotateq diluidos en 1 litro de agua, separados y
concentrados por separacién fluoro-inmunomagnética mientras que los pozos 12 al
14, muestran las bandas obtenidas para las mismas concentraciones virales hechas

concentradas por ultrafiltracion tangencial (UFT) como método de referencia. Los
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resultados permitieron evidenciar que la técnica de Separacion Fluoro-inmuno-
magnética es tan efectiva como la UFT en la concentracion viral. Ademas presenta
la gran ventaja de requerir solo 2 horas para hacer la concentracion del virus y de
no necesitar pasos posteriores de cultivo celular para determinar la infectividad de

las particulas virales detectadas.

En cuanto a la prueba de selectividad, se logré hacer la concentracion y separacion
de particulas virales. Al realizar la extraccion de material genético se obtuvo un total
de 17.9 ng/ul de RNA viral. Este mismo fue amplificado y revelado. Las bandas
ubicadas en los pozos 1y 2 fueron muy tenues. No obstante, la banda ubicada en
el pozo 3 del corrido electroforético, se correspondié con el segmento 211 pb de la
proteina de capside VP6. Por tanto, se concluyé que la muestra tomada para
analisis contenia entre otros virus entéricos, Rotavirus, que hizo que el anticuerpo
monoclonal lo reconociera y posteriormente, a través de la técnica empleada se

pudiera concentrar, separar y detectar (Figura 8).

Finalmente, los ensayos de adsorcion no especifica evidenciaron la alta
especificidad del complejo ya que se logré cuantificar tan solo 0.6 ng/uL de RNA
después de emplear solo las microparticulas fluoro-inmunomagnéticas sin
anticuerpo y expuestas a Rotavirus. En la amplificacidon y revelado no se logro
evidenciar la presencia de ningun virus perteneciente al género Rotavirus (Figura 8-
pozos 4-6). Este ensayo mostré que en ausencia del elemento de reconocimiento
(anticuerpo anti-Rotavirus) no se dan eventos de adsorcion inespecifica sobre el
complejo, lo cual puede atribuirse al uso del buffer de bloqueo empleado al cual se

le adicion6 BSA.

Ejemplo 2: DETECCION DE ROTAVIRUS Y HEPATITIS A EN MUESTRAS DE
AGUA CRUDA PROVENIENTE DE 4 PLANTAS DE POTABILIZACION DEL
DEPARTAMENTO NORTE DE SANTANDER

OBJETIVO
Determinar la eficiencia de la técnica de separacion fluoro-inmunomagnética en la

deteccion de virus entéricos en matrices complejas.

METODOLOGIA
TOMA DE MUESTRAS-PRETRATAMIENTO
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Se realiz6 muestreo compuesto de aguas crudas provenientes de cuatro plantas de
tratamiento ubicadas en el departamento Norte de Santander, tanto en la etapa de
captacion, asi como de la fuente de procedencia (Rio Pamplonita y Rio Zulia). Las
muestras fueron recogidas en frascos de vidrio estériles y se transportaron al
laboratorio para su procesamiento. Debido a la naturaleza de la muestra (aguas
crudas con altas concentraciones de materia organica), se realiz6 un pretratamiento
que consistié en realizar dos procesos sucesivos de filtracion de material grosero
empleando algodén y posteriormente una centrifugacién a 3500 rpm/10 minutos

como se muestra en la figura 9.

CURVA DE CALIBRACION

Una muestra de agua compuesta, obtenida a partir de la mezcla de 250 mL de agua
cruda pre-tratada de cada una de las plantas fue esterilizada con calor humedo a
121°C/15 min con el fin de eliminar posible presencia de contaminantes bioldgicos
y virolégicos. Las muestras de agua fueron contaminadas artificialmente con 1 a 108
particulas virales/mL de Rotateq con el fin de realizar una curva de calibracién que
se compard con el stock del virus sin diluir en agua cruda pretratada y determinar
asi los porcentajes de recuperacion viral en matrices complejas. Seguidamente, se
llevd a cabo el proceso de separacion fluoro-inmuno-magnético y caracterizaciéon

molecular como se explicé en el numeral 2.

ENSAYOS DIRECTOS EN AGUAS CRUDAS

Se tomaron muestras de 1 Lt de agua proveniente de cada planta de potabilizacién,
asi como de su fuente de procedencia, se filtraron (con papel filtro y algodén), se
centrifugaron y se le adicionaron microparticulas fluoro-magnéticas con anticuerpos
monoclonales anti-Rotavirus y anti-Hepatitis siguiendo los mismos pasos explicados
en el numeral 2. La inmunoreaccion se llevo a cabo bajo las condiciones descritas
en el numeral 2 al igual que la concentracion y la separacidon fluoro-inmuno-
magnética. Los complejos fueron caracterizados por microscopia de fluorescencia
para determinar la presencia de clusters. Ademas, la presencia de los virus fue
evidenciada a través de microscopia electronica y mediante caracterizacion
molecular, realizando la extraccion, cuantificacion, amplificacién y revelado por

electroforesis de las particulas virales.
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RESULTADOS

Se puede apreciar en la figura 10 los valores obtenidos para la extraccion de RNA
viral a partir de aguas crudas y comparados con el patrén. Estadisticamente los
datos fueron ajustados a través del modelo de regresion lineal donde se obtuvo un
R2=0.923, lo que indica que se encuentra en el intervalo 0,9 < R2 < 1, para una

correlacion excelente entre los datos.

Se pudo establecer que, debido a la naturaleza compleja de la muestra, el nivel de
sensibilidad de las particulas fluoro-inmuno-magnéticas disminuye en promedio un
36.51% con respecto a los ensayos realizados en agua destilada estéril y
presentados en el ejemplo 1 (Figura 6). No obstante, el porcentaje de virus
recuperados es de 44,17% se encuentra por encima de otros estudios tales como
el reportado por Haramoto E, en el que detectaron Norovirus humanos en muestras
de agua de rio empleando procesos de adsorcion-elucién usando filtros
electronegativos, obteniendo porcentajes de recuperacion del 15% (Haramoto E et
al, 2009), mientras que el reportado por Fumian et al, solo alcanzé un 3.5 % en la
misma matriz usando un método similar (Fumian et al, 2010). Comparando
directamente con otros estudios en el que emplearon separacién inmunomagnética
(IMS), Ha J et al, reporta la recuperacién del virus de la Hepatitis A y Norovirus a
partir de alimentos minimamente procesados alcanzando niveles promedio de 6.2
%y 8.5 %, respectivamente (Ha J et al, 2014). La técnica aqui desarrollada muestra
que los niveles de sensibilidad alcanzada son debidos probablemente a la eficiencia
del pretratamiento aplicado a las muestras antes de ser aplicado el complejo
microparticula-anticuerpo y la correcta adsorcion del mismo a las particulas. Ya que
asegurando que los anticuerpos tengan los dos sitios de union al antigeno

orientados en la posicion adecuada se aumenta la sensibilidad en la deteccion.

La caracterizacidn por microscopia de fluorescencia de los complejos virales tanto
con Rotavirus como con Hepatitis A en las muestras de agua provenientes de las 4
plantas de potabilizacién del departamento, permitié evidenciar la presencia de

cluster en todos los casos (Figura 11A-B).

Posteriormente, se rompié la interaccion antigeno-anticuerpo para facilitar la
liberacion de las particulas virales, las cuales fueron caracterizadas a través de
Microscopia de Transmision Electronica (TEM) (Figura 12). El virus de la hepatitis

A (VHA) comparte rasgos morfologicos y estructurales basicos de otros grupos de
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la familia, como los enterovirus. Estructuralmente es circular, no envuelto con un
tamano de aproximadamente 30 nm de diametro (Figura 12A). De otra parte,
Rotavirus es un virus que presenta capside icosaédrica, no envuelto de 50 a 65 nm
de diametro rodeada por una capa doble que confiere al virus aspecto de rueda, de
ahi el nombre rotavirus. La triple capa proteica hace que el virus tenga un diametro

total de unos 80 nm de diametro (Figura 12B).

Ademas, se realiz6 extraccion y cuantificacién de RNA viral de los dos virus (Figura
13) y para el caso de Rotavirus, los datos obtenidos se reemplazaron en la ecuacion
de la recta presentada en la figura 10. Se pudo determinar que este virus se
encuentra en una concentraciéon que oscila entre 6x10° PV/mL hasta 1,35x108
PV/mL en las diferentes muestras de aguas crudas analizadas provenientes de las

4 plantas de tratamiento analizadas incluyendo sus fuentes de abastecimiento.

La figura 14 muestra las bandas correspondientes a un segmento de la proteina
VP6 presente en la capside de Rotavirus y de un segmento de 192 pb
correspondientes a la una regién entre VP1 y 2A presentes en la capside del VHA.
Estos hallazgos permitieron comprobar la eficiencia de la técnica a la hora de
detectar particulas virales de Rotavirus y Virus de la Hepatitis A en matrices
complejas. El VHA es un virus altamente contagioso que presenta dosis infectivas
bajas. Este es un virus entérico exhibe su tropismo por las células epiteliales de
aparato digestivo, de donde se desplaza a través del torrente sanguineo al higado,

organo afectado responsable de producir la conocida “Hepatitis infecciosa”.

Los anticuerpos monoclonales acoplados a las microparticulas magnéticas,
permitieron el reconocimiento del antigeno VP1 presente en la capside viral, lo que
facilité su concentracion, separacion y posterior deteccion en muestras de agua
procedentes de la etapa de captacion de 3 de las 4 plantas de potabilizacion
analizadas (CAR, MON y POR) y en el agua proveniente del rio Zulia, fuente hidrica

que abastece de agua a una de las plantas estudiadas.

En el caso del género Rotavirus este se encuentra dividido en siete grupos
serologicos que van desde el A al G, los cuales a su vez presentan varios
subgrupos. El grupo A al C son patdégenos para humanos, mientras que los
restantes tienen mas afinidad por animales. El grupo A es el mas patégeno y

frecuente en humanos. A través de la técnica de separacion fluoro-
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inmunomagnética, se emplearon anticuerpos monoclonales especificos para la
detectar el epitope VP6 en la capside viral de Rotavirus del grupo A. Los analisis
realizados permitieron identificar su presencia en todas las fuentes de captacion de
las 4 plantas de potabilizacién analizadas y en las muestras de agua provenientes
de los rios Pamplonita y Zulia. Este hallazgo sin duda, genera un potencial riesgo
para la salud publica de la poblacidon que emplea este tipo de aguas para recreacion,
riego e incluso consumo sin tratamientos adecuados de desinfeccion. La razén
radica en el hecho de que este virus presenta una estructura morfolégica basada en
una triple capa protéica, o que hace que sea catalogado como un virus altamente
resistente a los procesos de cloraciéon del agua en comparacion con otros virus
entéricos (OMS-Guias para la calidad del agua potable). Por tanto, procesos
deficientes de desinfeccion del agua podrian permitir que el virus llegara a los
consumidores a través de agua que puede estar desde el punto de vista

bacterioldgico, apta para el consumo humano.

CONCLUSION

Se puede concluir que la técnica fluoro-inmunomagnética desarrollada permite la

deteccion de Rotavirus y Hepatitis A, en muestras de agua estéril contaminada
artificialmente, asi como en matrices complejas tales como aguas crudas. La técnica
presenta unas caracteristicas de realizacion interesantes (Tabla 1), que la hacen
atractiva para su aplicacion en la deteccion de cualquier patégeno que se encuentre
diluido en agua incluyendo quistes de parasitos, siempre que se empleen

anticuerpos especificos.
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Tabla 1. Parametros de realizacion de la técnica

PARAMETRO DE REALIZACION RESULTADO
Tiempo de Deteccion 2 horas
Sensibilidad >80 %
Limite de Deteccion 10 particulas virales/1L agua crudas o
potables
Sencillez El procedimiento de funcionalizacién

de la microparticula magnética y de
concentracion de virus a partir de la
muestra de agua se da en dos pasos y
no requiere de ligandos quimicos
Selectividad Se detecta un solo grupo de virus
debido al uso de anticuerpos
monoclonales y estos mismos facilitan
la deteccion de particulas virales
completas infectivas, por lo cual no se
hace necesario técnicas adicionales de
deteccidn tales como cultivo celular
Costo Se puede hacer produccién en masa
de anticuerpos policlonales en modelos

murinos para disminuir costos

Nota: Cabe destacar que todos los resultados obtenidos fueron validados por el
grupo de Virologia del Instituto Nacional de Salud (INS) quienes son referentes de
este tipo de analisis en agua en el pais.


http://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/9037/Villamizar.pdf
http://www.who.int/water_sanitation_health/dwq/gdwq3rev/es
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1. Una técnica de deteccién fluoro-inmunomagnética de virus entéricos

seleccionado de adenovirus, astrovirus, enterovirus, virus Hepatitis A, norovirus,

rotavirus, entre otros puede ser detectado en aguas; la técnica comprende las

siguientes etapas:

a) Hacer reaccionar una soluciéon de microparticulas fluoro-magnéticas con
anticuerpo durante 30 minutos a 2 horas a una temperatura entre 33 y 37°C

b) Magnetizar las microparticulas;

c) Lavar el exceso de anticuerpo con PBS 0.15 mM pH 7.4,

d) Resuspender las microparticulas funcionalizadas en PBS 0.15 mM
conteniendo BSA; y

e) Agregar el agua con potencial contenido viral hasta completar un (1) litro;

f) Hacer la inmunoreaccion durante un periodo entre 1 a 3 horas a temperatura
ambiente con agitacion constante entre 120 y 150 rpm;

g) Aplicar un campo magnético;

h) Descartar el agua y recuperar los complejos magnetizados en PBS 0.15 mM
pH 7.4;

i) Caracterizar microscépica y molecularmente el complejo (microparticula-

anticuerpo-virus).

. Latécnica de deteccion fluoro-inmunomagnética de virus entéricos en aguas, de

acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada porque: en la etapa a) la
concentracion de las microparticulas-fluoromagnéticas es de 0.001% p/p y la

concentracion del anticuerpo es de 10 ug/mL.

. Latécnica de deteccion fluoro-inmunomagnética de virus entéricos en aguas, de

acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, caracterizada porque la etapa C) se lleva a
cabo una vez con PBS 0.15 mM pH 7.4, una vez con PBS 0.15 mM pH 7.4

conteniendo 0.1% de BSA y una vez con agua destilada estéril.

. Latécnica de deteccion fluoro-inmunomagnética de virus entéricos en aguas, de

acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque
la etapa de caracterizacion se lleva a cabo mediante Microscopia Confocal o
Microscopia de Fluorescencia, Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) y/o

Microscopia Electrénica (TEM).
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5. Latécnica de deteccion fluoro-inmunomagnética de virus entéricos en aguas, de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque
comprende las etapas adicionales:

j) Choque térmico a 90°C por 15 segundos a -4°C por 15 segundos de los
complejos magnetizados del paso h)
k) Centrifugacién de la solucién del paso j) a 5000 rpm durante 15 minutos

[) Cuantificacion del genoma viral a partir del sobrenadante.
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RESUMEN

La invencion se encuentra dirigida a una técnica de deteccion de virus entéricos en
aguas, que emplea microparticulas que poseen propiedades magnéticas y al mismo
tiempo de fluorescencia. Para tal fin, se hace reaccionar una solucion de
microparticulas fluoro-magnéticas con anticuerpos monoclonales, las cuales son
expuestas a la presencia del patégeno el cual se encuentra diluido en 1 litro de
agua. Posteriormente los patdgenos son magnetizados a través de la aplicacién de
un campo magnético externo que posibilita la concentracién, separacion y posterior

deteccion a través de técnicas sencillas de microscopia y/o moleculares.
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P-11147

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re:  Expediente No. NC2016/0005568
Solicitud de patente a nombre de UNIVERSIDAD DE PAMPLONA

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi firma,
domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, piso 3, obrando como apoderada de la sociedad
UNIVERSIDAD DE PAMPLONA, domiciliada en Pamplona — Norte de Santander,
Colombia, Solicitante de la patente de la referencia, en respuesta al oficio No. 12429
notificado electrénicamente el 17 de octubre de 2018, relacionado con concepto técnico
de fondo, atentamente me permito informar que, con fundamento en la facultad que
confiere el articulo 34 de la Decisiéon 486 al solicitante para modificar la solicitud de

patente en cualquier momento del tramite, se realizan las siguientes modificaciones:

1. Modificaciones presentadas

De acuerdo con el item 2 del oficio que se contesta, las modificaciones de la descripcion
y las reivindicaciones bajo radicado NC2016/0005568 del 13 de julio de 2018, no son
aceptables porque amplian el objeto de la solicitud. Ante ello, contrario a la opiniéon del
Examinador respetuosamente manifestamos nuestro completo desacuerdo y expresamos
que dicho concepto es incorrecto, toda vez que las modificaciones realizadas y
presentadas el 13 de julio de 2018 bajo radicado NC2016,/0005568 se encuentran debida
y claramente soportadas en la memoria descriptiva inicialmente presentada, tal como se

indica a continuacion:

- Comentario Examinador: “porgue mencionan que la invencion se trata de microparticulas
Y en la descripcion original se menciond el término particulas” (Pag. 2); “el solicitante no
menciona en la descripcion “microparticulas. .. por lo que este Despacho no tiene en cuenta estas

caracteristicas al considerarse no sustentadas” (Pag. 7).

Aunque el término “wicroparticula” no es mencionado continuamente, a lo largo

del capitulo descriptivo se indica que la invencion se trata de “wicroparticulas” al



recitar en el capitulo descriptivo inicialmente presentado, por ejemplo (énfasis
nuestro):
o  “La figura 1 muestra una forma esquemdtica del proceso de funcionalizacion de las

microparticulas fluoro-magnéticas, en donde las particnlas magnéticas...” (Pag. 4,
lineas 30-31);

o “La figura 3 ensena la caracterizacion Microscopia Confocal de las Particulas
Magnéticas. .. B) Microparticulas funcionalizadas con anticuerpo monoclonal anti-
Rotavirus...” (Pag. 5, lineas 12-13);

o “La presente invencion estd dirigida a una técnica de deteccion fluoro- inmunomagnética
de virus entéricos en aguas que comprende las signientes etapas:
a) Hacer reaccionar una solucion de particulas fluoro-magnéticas con anticuerpo
durante 30 minutos a 2 horas a una temperatura entre 33 y 37°C; (...)

1) Caracterizar microscipica y molecularmente el complejo (microparticula-

anticuerpo-virus)’ (Pag. 7, lineas 5 a 18; Reivindicacion 1);

Sila etapa 1) trata de caracterizar el complejo microparticula-anticuerpo-

virus, es completamente claro que en el tipo de particula utilizado en la

etapa a) se trata de una microparticula, por lo tanto, en la etapa a) se hace

reaccionar una solucién de microparticulas fluoro-magnéticas con

anticuerpo.

o “1.  Se prepard una solucion 0.001% de las microparticulas magneto-

fluorescentes y se funcionalizaron con el anticuerpo anti-Rotavirus...” (Ejemplo 1,

Pag. 8, lineas 33 y 34).

De este modo, es claro que el capitulo descriptivo indica que la invencion se trata

de microparticulas.

- Comentario Examinador: “Los resultados de extraccion y cuantificacion de RINA fueron
comparados con curvas patrin obtenidas a partir del RNA de vacuna Rotateq diluida y
relacionan la figura 6, la cual bha sido modificada para mostrar ahora 3 grupos de datos y
regresiones no lineales, mientras que en la figura 6 antigua mostraba 2 grupos de datos y una
correlacion lineal” y ““Las modificaciones de la fignra 6, RADICADO NC2016/0005568
del 13 de julio de 2018, no son aceptables porque incluye tres grupos de datos con regresiones no

lineales, que no habia sido considerado inicialmente, por lo cual amplian el objeto de la solicitud”

(Pag. 2).
A fin de evitar inconvenientes en el tramite, se aclara que la Figura 6 modificada

no ha sido incluida en el capitulo descriptivo presentado junto con este memorial.

Dicha figura junto con su correspondiente descripcion, son incluidas en este
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memorial con el propésito de presentar datos adicionales relevantes que

demuestran el nivel inventivo de la invencién aqui reclamada.

- Comentario Examinador: “E/paso d) menciona resuspender en PBS 0,15 mM contenido
en BSA (pdg. 7 modificado) en el paso original no se menciona el BSA (pag. 7 original)” (Pag.
2).
En la pagina 7, linea 34 a Pagina 8, linea 3, se indica: “Seguidamente, las particulas son

magnetizadas y el exceso de anticuerpo es lavado dos veces usando PBS 0.15 mM pH 7.4

conteniendo 0.1% de BSA y una vez con agna destilada estéril.
Posteriormente, las particulas funcionalizadas son resuspendidas en 250 ul. de PBS 0.15
mM...”. Ademas, en la reivindicacion original 1 se reclama “...5) Magnetizar las
particulas; ¢) Lavar el exceso de anticuerpo con PBS con pH 7.4 conteniendo BSA; d)
Resuspender las particulas funcionalizadas en PBS 0.15 mM y...”.

Por lo tanto, el experto en la técnica entiende que la etapa de “resuspension” (etapa

d)) se realiza en PBS 0.15 mM contenido en BSA.

- Comentario Examinador: “La pdgina 10 desde su inicio hasta la linea 15 fue totalmente

modificada” (Pag. 2).

Respetuosamente manifestamos que dicha afirmacién es incorrecta, ya que las
modificaciones realizadas a la Pagina 10 (Seccion “Resultados” del Ejemplo 1)
fueron las siguientes:

e Se reemplazé el término “particulas” por “microparticulas”, el cual es
claramente soportado por el capitulo descriptivo como se argumentd
anteriormente.

e Se reemplazé el término “autoensamblen” pot “anto-ensamblen’.

e Se corrigi6 el error ortografico del apellido “Péreg”.

e Sereemplazé la expresion “...mientras que en la figura 5D puede evidenciarse. ..”
pot “...mientras que en la figura 4D puede evidenciarse...” para corregir un error
tipografico, toda vez que la Figura 4 original tiene cuatro subfiguras (a, b,
c y d) mientras que la Figura 5 dnicamente tiene tres subfiguras (a, b y ).

e Se eliminé el parrafo “De acuerdo a los resultados, estadisticamente el modelo que
mds se ajusta con respecto a los datos presentados fue el de regresion lineal con una
R?=0.89. En el intervalo 0,8 < R? < 0,9 se dice gue existe una correlacion aceptable,
resaltando que este modelo se ajusta para esta patente en el intervalo de
9,5<RNA=<”lo cual es valido de acuerdo con nuestra legislacion.

e Sereemplazé la expresion “La Figura 8 muestra el marcado de peso...” por “La
Figura 7 muestra el marcado de peso...” para corregir un error tipografico, toda

vez que la Figura 7 original es la que describe el marcador de peso
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molecular, un control negativo (C-) y el control positivo (C+)
correspondientes al segmento de 211 pb de la proteina de capside VP6.
Esto también se encuentra soportado por la descripcion de la Figura 7

proporcionada en la Pagina 5, lineas 35 y 36 de la descripcion original.

- Comentario Examinador: “Ia seccidn de curva de calibracion no inclnyo una referencia

a figuras mientras que la modificacion hace referencia a la figura 10 (ejemplo 2)”.

Aungque la inclusion de la referencia a la Figura 10 es claramente soportada por la
descripcién de dicha figura, Pagina 6, lineas 10 a 12 de la solicitud original, se
aclara que, a fin de evitar inconvenientes en el tramite de la presente solicitud, el
nuevo capitulo descriptivo presentado junto con este memorial no incluye dicha

referencia en la seccion de curva de calibracion (Ejemplo 2).

- Comentario Examinador: “En /los resultados del e¢jemplo 2 se mencionaba una

contaminacion artificial, separacion, concentracion_y deteccion que ahora es omitida’.

De acuerdo con el Art. 34 de la Decision 486/2000, “/e// solicitante de una patente
podrd pedir que se modifique la solicitud en cualquier momento del tramite”, lo cual quiere
decir que el Solicitante esta en su completo derecho de incluso eliminar parrafos
o expresiones que considere no son necesarios para describir su invenciéon. Dado
lo anterior, la eliminacion de la expresion “//ja contaminacion artificial y posterior
separacion, concentracion y deteccion viral se llevd a cabo con éxito” (Pag. 14, lineas 3y 4) es

completamente valida a la luz de nuestra legislacion.

- Comentario Examinador: “La nueva descripcion incluye nuevos andlisis en la pdgina 15

en la linea 13 sobre la fignra 14 que no habian sido incluides™.

El parrafo en cuestion basicamente corresponde a la informacién descrita en la
Pagina 15, lineas 19 a 30 del capitulo descriptivo inicialmente presentado. La
diferencia entre dicha informacién y la informacién presentada en la Pagina 15,
lineas 13 a 21 de la descripcion radicada el 13 de julio de 2018, consiste en:

e Sec eliminé la expresion “/e// material genético fue amplificado y revelado en el
Instituto Nacional de Salud, quienes confirmaron la presencia de los dos virus entéricos
en las muestras analizadas”, lo cual es valido de acuerdo con nuestra
legislacion.

e Se reemplazé la expresion “Las Figuras 12 y 13 muestran las bandas
correspondientes a...” por “La Figura 14 muestra las bandas correspondientes a...”
para corregir un error tipografico, toda vez que la Figura 14 original es la

que describe las bandas correspondientes a un segmento de la proteina
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VP6 presente en la capside de Rotavirus y de un segmento de 192 pb
correspondientes a la una region entre VP1 y 2A presentes en la capside
del VHA. Esto también se encuentra soportado por la descripcion de la
Figura 14 proporcionada en la Pagina 06, lineas 27 a 31 de la descripcion
original.

e Se especificd que “/e/stos hallazgos permitieron comprobar la eficiencia de la técnica

a la hora de detectar particulas virales de Rotavirus y 1Virus de la Hepatitis A en

matrices complejas” (énfasis aniadido), lo cual se encuentra soportado por el
mismo parrafo objetado cuando indica “ex la cdpside de Rotavirus y de un
segmento de 192 pb correspondientes a la una region entre 1'P1 y 2A presentes en la
capside del 1VH.A” y en la descripcion de la Figura 14, proporcionada en la

Pagina 06, lineas 27 a 31 de la descripcién original.

Es importante establecer en este sentido que, tal como se establece en el Articulo 51,
Capitulo V del Decisién 486 de 2000 de la Comisién de la Comunidad Andina, “E/alcance

de_la_proteccion conferida por la_patente estard determinado por el tenor de las rewindicaciones. 1.a

descripcidn y los dibujos, o en su caso, el material bioldgico depositado, serviran para interpretarlas”

(énfasis afadido), por lo que el experto en la técnica al momento de reproducir la
invencién no solo puede, sino que también debe recurrir a la memoria descriptiva y

dibujos en su totalidad para interpretar en caso que sea necesario, la materia reivindicada.

Dado lo anterior, las modificaciones al capitulo descriptivo y reivindicatorio presentadas
el 13 de julio de 2018, no corresponden a ampliacion de materia y, por lo tanto,
debieron ser aceptadas para su correspondiente analisis de patentabilidad, el cual fue
solicitado mediante el pago de la correspondiente tasa. Ademas, como se manifesto
anteriormente, dichas modificaciones se encuentran soportadas en el Art. 34 de la
Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, el cual indica que “é/ peticionario
puede modificar su solicitud redactando nuevamente las reivindicaciones, aclarando determinados pasajes
de la descripcion del invento, o reformando aspectos de aguella gue puedan dar lugar a objeciones totales
0 parciales por parte de la Administracion, pero nunca ampliando el objeto de proteccion anteriormente
determinade” (Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina en Interpretaciéon Prejudicial

No. 243-1P-2013, en relacion con la “modificacion de una solicitud de patente”).

2. Reivindicaciones

En relaciéon con las objeciones sobre la falta de claridad de las reivindicaciones, presento
junto con este memorial un nuevo capitulo reivindicatorio, el cual consta de cinco (5)
reivindicaciones, y que reemplaza completamente el presentado anteriormente.

Especificamente, se realizaron las siguientes modificaciones:

www.clarkemodet.com

ESPANA - PORTUGAL - ARGENTINA - BRASIL - CHILE - COLOMBIA - MEXICO - PERU - URUGUAY - VENEZUELA



2.1 No se incluye la antigua reivindicacién 6.
2.2 Se corrigi6 el término que correspondia a un error involuntario de digitacion.
2.3 Sereemplazé el término “particulas” por “microparticulas’.

2.4 Se modificé la antigua reivindicacion 1.

En cuanto a estas modificaciones, me permito decir que las mismas no amplian de
ninguna manera la materia objeto de la presente solicitud y se realizaron con el animo de
superar las objeciones de claridad y nivel inventivo planteadas por el Examinador en su

concepto técnico.

3. Pago de tasas

A pesar de que la presente solicitud aun se encuentra entre los dieciocho (18) meses para
solicitar un nuevo examen de patentabilidad, segtn lo establecido en la Resolucién 3719

de 2016, me permito manifestar que no se presenta tasa por dicho concepto.

En relacién con el numero de reivindicaciones, atentamente nos permitimos decir que
no se adjunta tasa por concepto de reivindicaciones adicionales, toda vez que el nuevo
capitulo reivindicatorio tiene menor numero de reivindicaciones que el inicialmente

presentado y en esencia es el mismo objeto, pero definido con mayor claridad.

4. Claridad de la solicitud

El Solicitante manifiesta que mediante la presentacion del nuevo capitulo reivindicatorio
quedan subsanadas la totalidad de las objeciones, de modo tal que las nuevas
reivindicaciones proporcionan claridad y concisién a la invencion descrita, siguiendo las

recomendaciones realizadas por el Examinador en su concepto técnico.

4.1  Como primera medida, se informa que no se incluye la antigua reivindicacién 6.

De este modo, la objecion realizada a dicha reivindicacién ha sido subsanada.

4.2 Adicionalmente, se informa que se reemplazé el término “fluoro-inunomagnética”
correspondiente a un error involuntario e digitaciéon, por el término correcto

“fluoro-inmunomagnética”.
4.3 También se aclara que se reemplazo el término “particulas” por “microparticulas”, el
cual se encuentra debidamente soportado en el capitulo descriptivo tal como se

indic6 anteriormente (ver item 1 de este memorial).

4.4 Ademas, se informa que se modifico la antigua reivindicacion 1 con el propédsito

de.
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Especificar el término “virus entéricos” de acuerdo con lo divulgado en Pagina
7, lineas 27 a 30 de la solicitud original.

Indicar que la etapa de lavado ¢) se lleva a cabo con “PBS con 0.15 mM pH
747, segun lo indicado en Pagina 7, linea 34 a Pagina 8, linea 3 de la solicitud
original.

Indicar en la etapa d) que la resuspensiéon de las microparticulas
funcionalizadas se lleva a cabo en “PBS con 0.15 mM conteniendo BSA”, tal como
se describe en Pagina 7, linea 34 a Pagina 8, linea 3 de la solicitud original.

Especificar que en la etapa h) se recuperan los complejos magnetizados en

PBS 0.15 mM pH 7.4.

En consecuencia, nos permitimos indicar que el presente capitulo reivindicatorio, que

incluye cinco (5) reivindicaciones, se ajusta a las disposiciones del articulo 30 de la

Decision 486/00.

5 Descripcion

Por otra parte, se informa que se presenta un nuevo capitulo descriptivo, el cual ha sido

modificado con el fin de aclarar la materia reclamada. Cabe mencionar que dichas

modificaciones estan debidamente soportadas por la memoria descriptiva inicialmente

presentada, tal como se indica a continuacion vy, por lo tanto, no amplian la informacion

inicialmente divulgada.

Se reemplazé el término “particulas” por “microparticnlas” a tin de unificarlo a lo
largo del capitulo descriptivo. El término “wicroparticulas” se encuentra debida
y claramente soportado en el capitulo descriptivo tal como se indico
anteriormente (ver item 1 de este memorial).

Se corrigi6 el error tipografico en la Pagina 2, lineas 29 y 30 para reemplazar
los términos “eletropositivas” y  “eletronegativas’ por  “electropositivas” 'y
“electronegativas”, respectivamente.

Se reemplazé la expresion “//jas particulas son funcionalizadas gracias a una cubierta
rica en grupos aminos presente en su superficie, lo que facilita la adsorcion del anticuerpo en
posicion corvecta y por tanto” en la Pagina 4, lineas 15 a 17, por “//jas particulas son
funcionalizadas gracias a una cubierta rica en grupos aminos presente en su superficie, lo
que facilita la union covalente del anticuerpo en posicion correcta y por tanto”. Dicha
modificacién se encuentra soportada por la informacién divulgada en el
apartado “Descripcion Detallada de la Invencion”, en donde se recita literalmente
“La técnica de deteccion fluoro-inmunomagnética de virus entéricos en
aguas, consiste en funcionalizar particulas fluoro-magnéticas, las

cuales poseen en su superficie “grupos aminos que permiten Ia union

de forma covalente a los grupos carboxilos presentes en la fraccion

constante (Fc)” de anticuerpos especificos para diferentes tipos de virus
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entéricos’ (Pagina 6, linea 33 a Pagina 7, linea 3 de la descripcion inicialmente
presentada).

- Se defini6 el término “wvirus entéricos” en la Pagina 7, linea 3 de la solicitud
original, de acuerdo con lo divulgado en Pagina 7, lineas 27 a 30 de la solicitud
original.

- Se incluy6 la expresion “anticuerpos monoclonales especificos para diferentes tipos de
virus entéricos” en la etapa a) de la técnica divulgada en la Pagina 7, linea 7 y 8
de la solicitud original, de acuerdo con la informacioén descrita en la Pagina 13,
lineas 26 a 30 de la solicitud original.

- Se indicé que la etapa de lavado c) divulgada en la Pagina 7, linea 7 y 8 de la
solicitud original, se lleva a cabo con “PBS con 0.15 mM pH 7.4”, segun lo
indicado en Pagina 7, linea 34 a Pagina 8, linea 3 de la solicitud original.

- Se indico en la etapa d) divulgada en la Pagina 7, linea 7 y 8 de la solicitud
original, que la resuspensién de las microparticulas funcionalizadas con los
anticuerpos se lleva a cabo en “PBS con 0.15 mM conteniendo BSA”, tal como se
describe en Pagina 7, linea 34 a Pagina 8, linea 3 de la solicitud original.

- Se indico en la etapa 1) divulgada en la Pagina 7, linea 7 y 8 de la solicitud
original, que la caracterizacién microscépica del complejo (microparticula-
anticuerpo-virus) se realiza a través de microscopia confocal y/o fluorescencia
y microscopia electrénica de acuerdo con lo divulgado en la descripcion de la
Figura 3, Pagina 5, lineas 12 a 15; Pagina 8, lineas 11 y 12; Pagina 9, lineas 6 a
9; Pagina 11, lineas 6 a 8; Pagina 14, lineas 31 a 34; Pagina 15, lineas 1 a3 y
reivindicacién 4 de la solicitud original.

- Se corrigi6 la unidad de la velocidad de agitacion en la Pagina 8, linea 6 de la
solicitud original.

- Se unifico el término “PBS 0.75 mM pH 7.4” de acuerdo con la informacion
divulgada en la solicitud original.

- Se reemplazé el término “absorcion” en la Pagina 9, linea 34, Pagina 12, lineas
20y 26 y Pagina 14, lineas 16 y 26 de la solicitud original por “adsorcidn”. Dicha
modificaciéon se encuentra soportada en la Pagina 4, lineas 15 a 18 de la
solicitud original, en donde se divulga “Las particulas son funcionalizadas gracias a
una cubierta rica en grupos aminos presente en su superficie, lo que facilita la adsorcion del
anticuerpo en posicion correcta y por tanto, la deteccion sensible y selectiva de diferentes tipos
de virus entéricos con implicaciones a nivel de salud priblica”.

- Se reemplazé la expresion “...mientras que en la figura 5D puede evidenciarse...” en
la Pagina 11, lineas 1 y 2 de la solicitud original, por “...mientras que en la figura
4D puede evidenciarse...” para corregir un error tipografico, toda vez que la
Figura 4 original tiene cuatro subfiguras (a, b, ¢ y d) mientras que la Figura 5
unicamente tiene tres subfiguras (a, b y c).

- Se reemplazé la expresion “La Figura 8 muestra el marcador de peso...” por “La

Figura 7 muestra el marcador de peso...” en la Pagina 11, linea 33 de la solicitud
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original, para corregir un error tipografico, toda vez que la Figura 7 original es
la que describe el marcador de peso molecular, un control negativo (C-) y el
control positivo (C+) correspondientes al segmento de 211 pb de la proteina
de capside VP6. Esto también se encuentra soportado por la descripcion de la
Figura 7 proporcionada en la Pagina 5, lineas 35 y 36 de la descripcion original.

- Se reemplaz6 la expresion “Las Figuras 12 y 13 muestran las bandas correspondientes
a...” enla Pagina 15, linea 21 de la solicitud original, por “La Figura 14 muestra
las bandas correspondientes a...” para corregir un error tipografico, toda vez que
la Figura 14 original es la que describe las bandas correspondientes a un
segmento de la proteina VPG presente en la capside de Rotavirus y de un
segmento de 192 pb correspondiente a una region entre VP1 y 2A presentes
en la capside del VHA. Esto también se encuentra soportado por la
descripcion de la Figura 14 proporcionada en la Pagina 06, lineas 27 a 31 de la
descripcién original.

- Se especifico al final de la descripcion una nota para destacar que “que todos los
resultados obtenidos fueron validados por el grupo de Virologia del Instituto Nacional de
Salud (INS) quienes son referentes de este tipo de andlisis en agua en el pais”.

- Se eliminaron algunos parrafos y/o expresiones, lo cual es vilido de acuerdo
con nuestra legislacion.

- Se corrigieron algunos errores de ortografia y tipografia.

Por otra parte, se informa que se presenta un nuevo resumen con el proposito de dar

mayor claridad a la materia que se reclama en el capitulo descriptivo.

6 Nivel Inventivo

El Examinador establece en su concepto técnico la falta de nivel inventivo de las
reivindicaciones 1 a 6 a la luz de los documentos CN103805574 (D1) y US20120231971
D2).

En este sentido, me permito decir que el articulo 18 de la Decision 486 establece que “Se
considerard que una invencion tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio normalmente versada
en la materia técnica correspondiente, esa invencion no bhubiese resultado obvia ni se hubiese derivado de

manera evidente del estado de la técnica’.

Lo anterior significa que el analisis de nivel inventivo NO es una comparacién de los
objetos de las anterioridades y la solicitud en estudio. El analisis de nivel inventivo debe
demostrar la obviedad de la invencion y establecer como ésta no contiene un salto
cualitativo, que demuestre su altura inventiva, teniendo en cuenta que se hace necesario
demostrar que la invencion analizada carece de nivel inventivo y hubiese sido obvia para

una persona versada en la materia.
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Considerando la anterior definicion y teniendo en cuenta las modificaciones realizadas al
capitulo reivindicatorio, es deseo del Solicitante presentar argumentos que demuestran el

nivel inventivo de la presente solicitud. Es asi como el Solicitante reitera que:

En la siguiente tabla se resaltan las principales diferencias que apartan a la presente

invencion del estado de 1a téenica citado en el oficio que se contesta:

Caracteristicas de la
D1 D2
Presente Solicitud

La  presente  invencion ) o
_ _ Relaciona una técnica para .
relaciona una técnica fluoro- _ Relaciona métodos vy
] - recuperar el virus de la )
inmunomagnética para o _ equipos empleados en la
_ . Hepatitis A a partir de 5 )
detectar virus entéricos en deteccion de analitos
cuerpos de agua

aguas crudas y potables

En la presente invencién se | En esta patente se realiza | En  esta patente se
hace uso de microparticulas | una reaccién entre una | reporta un método y un
amino-fluoro-magnéticas | solucién de anticuerpo | dispositivo  para la
de 0.5-2.9 um las cuales son | anti-Hepatitis A con una | deteccion de analitos, los
funcionalizadas con | solucién de | cuales son un complejo

anticuerpos  monoclonales | microparticulas super- | formado mediante el

especificos para diferentes | paramagnéticas con | acople del analito y un
tipos de virus entéricos (ej. | diametro de 3 pm, a las | receptor mediante
Rotavirus y Hepatitis A). cuales previamente se les | técnicas de microfiltrado

debe activar sus grupos |y adsorcion del complejo
La presencia de grupos | carboxilicos en filtros de intercambio
aminos en la superficie de las | quimicamente empleando | i6nico mediante el uso
microparticulas confiere una | carbodi-imida  y  N- | del punto isoeléctrico o
ventaja competitiva  con | hidroxisuccinimida. la diferencia de cargas
respecto a D1 ya que no | Aqui se puede apreciar | entre los complejos
requiere de procesos de | claramente, que en este | receptor-analito y los
activacion quimica de grupos | sentido la técnica requiere | receptores libres.

funcionales. Por el contrario, | una etapa adicional de
los grupos aminos facilitan la | activacion ~de  grupos | La técnica emplea dos
unién covalente del | funcionales. Una de las | elementos de
anticuerpo a través de los | desventajas de emplear los | reconocimiento, uno de

grupos carboxi-terminal | grupos carboxilicos como | los cuales se inmoviliza

presentes en la fracciéon | grupo de unidén a los | sobre el chip y otro que

constante (Fo) del | anticuerpos, es que estos | se encuentra acoplada a
anticuerpo. Este proceso [se unen a los grupos |una nanoparticula
permite que se lleve a cabo la | aminos  distribuidos en | magnética y
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de

glicoproteinas en la posicion

inmovilizacion las
correcta; es decir, con la
region Fab disponible para la
union de dos antigenos por
Este

cada  anticuerpo.

aspecto, redunda en la alta

sensibilidad obtenida
empleando  esta  técnica.
Comparando este mismo

aspecto con la técnica de D2,
el proceso de inmovilizaciéon
empleado en esta invencion
es mucho mas sencillo y no

de

sofisticados ni reactivos, a

requiere equipos

diferencia de los relacionados

que emple6é filtros de

intercambio idnico.

toda la estructura protéica
de
Esto hace

caracteristica los
anticuerpos.
que su orientacibn no
siempre sea la adecuada y
por tanto se reduzcan las
posibilidades de unién al
antigeno, disminuyendo

en este sentido la

sensibilidad de la técnica.

fluorescente. Por tanto,

en esta técnica @ se
requieren de dos
elementos de
reconocimiento

destinados a la deteccion
del
ademas de recipientes

de
para poder

mismo analito

provistos filtros
especiales
hacer los procesos de
inmovilizacion y
de

receptores libres y los

separacion los

receptores acoplados a

las nanoparticulas.

Las microparticulas fluoro-
magnéticas se dejan
reaccionar con una solucién
de anticuerpos monoclonales
a 37°C/2 horas. En el caso
del anticuerpo anti-Hepatitis
A reconoce el epitope VP1

mientras que el anticuerpo

la las

microparticulas activadas

incubacion  de
con el anticuerpo
monoclonal que reconoce

el epitope VP2 del virus

No se

reportes de tiempos y

encontraron

temperaturas empleadas.
Tampoco se especifica la
region de unién de los

anticuerpos empleados.

a1litro de agua (cruday/o

potable) con  posible

contenido viral y se dejan
durante

reaccionar un

periodo entre 1 a 3 horas a

concentraciones del virus
de la Hepatitis obtenido a
partir de la “vacuna contra
la Hepatitis A atenuada”,
disponible en China.

' ' de la Hepatitis A por2ha | '
anti-Rotavirus reconoce el 370C Sélo se menciona que
epitope VP6 en la capside son monoclonales.
viral de rotavirus del “grupo
A)’

Las microparticulas fluoro- . No se muestran ensayos
» . ) Las particulas
magnéticas  funcionalizadas | . o resultados de la
. inmunomagnéticas  son o i
con los anticuerpos . exposicion  del  chip
expuestas a diferentes ]
monoclonales son expuestas sensor a virus. Se

presenta una grafica con
E.coliy 1a cual es 1000
veces mas grande que los
virus entéricos y que por

supuesto genera
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temperatura ambiente con variaciones  en  las

agitacion constante entre 120 respuestas que se puedan
y 150 rpm. obtener en el proceso de
sensado.

Los complejos de
nanoparticulas magneto-
fluorescente-anticuerpo-
analito y receptor libre
fueron  separados a

) , través de un campo
Los complejos | Los complejos .
. ) . . ) magnético o
microparticula-anticuerpo- | microparticula- .
) ) ) electromagnético que
virus ~ fueron  separados | anticuerpo-virus  fueron
. _ puede  emplear un
aplicando un campo | separados aplicando un .
. . campo magnético o un
magnético externo. campo magnético. o
pulso eléctrico  para

realizar la separacion de
las nanoparticulas

fluoro-magnéticas

acopladas a los
anticuerpos.

La caracterizacion de los

complejos  microparticulas-

anticuerpos-virus  empled

métodos de microscopia y de | Debido a  que las

biologia molecular. | particulas empleadas en | Los complejos fueron

Inicialmente, la propiedad de | esta patente tenfan solo | caracterizados mediante
fluorescencia de las | propiedad magnética no | la medicion de emision
microparticulas fue usada | se hizo ningun proceso de | de intensidad de la
para observar la formacion | visualizacién o | fluorescencia producida
de clusters o agrupaciones, | caracterizacion por las nanoparticulas

producto de la presencia de | microscopica.

virus que inducen
autoensamblaje de las
microparticulas™.

Aquellas muestras que | EI  producto de 1la

exhibieron la formacién de | separacion magnética fue )
o , No se realizan procesos
agregados, se les realizé un | usado para realizar . )
o . de extraccion de material
choque térmico para des- | extraccion de RNA .
, . ) genético
absorber los virus unidos y | usando el método de

de esta forma confirmar a | Trizol el cual emplea
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través de métodos molecular
la presencia de los virus. La
extraccion de RNA se hizo
empleando el Kit QIAMP
de Qiagen para hacer la

extraccion de RNA.

varios pasos y reactivos
para finalmente obtener el
RNA viral disuelto en
agua libre de RNA.

El RNA
amplificado realizando RT-
PCR dada la naturaleza del

extraido  fue

El RNA es extraido y

procedentes de rios y de la
fase de captacion de 4 plantas
de tratamiento de aguas,
demostrando que es
escalable, reproducible,
sensible y que no se ve
afectada por la presencia de
interferentes normalmente
presentes en este tipo de

muestras.

inoculaciones artificiales
del virus obtenido a partir

de una vacuna atenuada.

Aunque los  autores
reportan que elimina
inhibidores de PCR no se
ve reflejado en la

descripciéon ya que no se
presentan ensayos en la
matriz real, en este caso,

agua potable o cruda.

genoma de los  virus | cuantificado usando PCR | No se realizan procesos
empleados, permitiendo la | cuantitativa de caracterizacion
confirmacion de los | fluorescente usando | molecular.
resultados presuntivos | SYBR Green.
obtenidos mediante
microscopia confocal.
El sensor presentado no
muestra ensayos reales
que permitan valorar
LLa patente no presenta )
o como serfa su
_ .| resultados de la técnica en .
La  presente  invencion desempefio en muestras
- muestras reales. La )
muestra la utilidad de la | » . reales, con matrices
o ) informacion  contenida .
técnica fluoro-inmuno- | complejas  tales como
. » s6lo muestra ensayos en
magnética para deteccion de _ .| aguas crudas  y/o
, . laboratorio, bajo
virus entéricos en aguas . potables. Tampoco se
condiciones contraladas,
crudas y potables ' presentan resultados con
con concentraciones e

particulas virales, ya que

los ejemplos graficos
contenidos en la patente
se refiere siempre los
ejemplos graficos mas
enfocados a bacterias, la
cuales son 1000 wveces
mas grandes que los

virus entéricos, lo cual

influye directamente
sobre la senal de
fluorescencia que
pudieran  emitir  las
nanoparticulas.
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Adicionalmente a los argumentos presentados en la tabla anterior y teniendo en cuenta
los comentarios realizados por el Examinador en el item 8 del oficio que se contesta
(Seccion: “Respuesta a los argumentos del serior solicitante”, Paginas 7 a 10), a continuacion, se

presentan argumentos adicionales que refuerzan las afirmaciones realizadas por el
Solicitante:

a. El Examinador ha indicado “fe]s oportuno aclarar que el solicitante no

menciona en la descripcion (...) particulas que tienen 0,5-2,9 yum por lo que

este Despacho no tiene en cuenta estas caracteristicas al considerarse no
sustentadas” (Pagina 7 de 1a AO No. 12429)

En la presente invencion se hace uso de microparticulas amino-fluoro-magnéticas de
0,5-2,9 pm. En la memoria descriptiva, en la Figura 4A se presenta el tamafio de la
microparticula sin funcionalizar. La Figura 1b a continuacién, presenta un zoom para

que se pueda apreciar el dato del didmetro de la mas pequena trabajada.
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Figura 1. 2) Microscopia de fuerza atémica de una microparticula fluoro-magnética b)

Diametro de la misma en micras.

b. El Examinador ha indicado “/e]l solicitante menciona un proceso de absorcion

no covalente de los anticuerpos mediados por grupos funcionales -COOH de

la region Fc y los grupos —NH; de Ias particulas. Es oportuno aclarar que de

acuerdo al paso a) en Ia descripcion se habla de hacer reaccionar una solucion

de particulas fluoro-magnéticas con un anticuerpo (pag. 7) se trata de hacer

reaccionar los grupos —COOH del anticuerpo con los grupos —NH> de las

particulas formando un enlace covalente contrario a lo mencionado por el

solicitante. Por otra parte, si fuese el caso de interacciones no covalentes entre

los grupos funcionales de Ia particula y en anticuerpo, estas ocurririan en la

superficie y por tanto se trataria de un fendmeno de adsorcion. Adicionalmente
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el documento DI ensefia que los métodos de separacion inmunomagnéticos

usan microesferas que se unen covalentemente a ligandos a través de grupos

funcionales carboxy, amino, hidroxi, aldehido entre otros” (Pagina 8 de la AO

No. 12429)

Los autores asumen errores de transcripciéon que llevaron a la interpretacion erronea
por parte del Examinador. En la memoria descriptiva, apartado “Descripcion Detallada
de la Invencion” se recita literalmente “La técnica de deteccion fluoro-
Inmunomagnética de virus entéricos en aguas, consiste en funcionalizar
particulas fluoro-magnéticas, las cuales poseen en su superficie “grupos

aminos que permiten la union de forma covalente a los grupos carboxilos

presentes en la fraccion constante (Fc)” de anticuerpos especificos para

diferentes tipos de virus entéricos” (Pagina 6, linea 33 a Pagina 7, linea 3 de la

descripcién inicialmente presentada).

En efecto, los grupos aminos facilitan 1la unién covalente del anticuerpo a través de
los grupos carboxi-terminal presentes en la fraccion constante (Fc) de la biomolécula,
permitiendo obtener una orientaciéon adecuada durante el proceso de inmovilizaciéon

sobre la microparticula como se muestra en la Figura 2 presentada a continuacion.

NH:

Anticuerpo

Ntcleo fluorescente Magnetita

'!_1{

Figura 2. Representacion esquematica del proceso de inmovilizacién de anticuerpos
contra diferentes virus entéricos sobre microparticulas fluoro-magnéticas modificadas

con grupos aminos en su superficie.

Las microparticulas funcionalizadas con los anticuerpos fueron analizadas a través de
Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) y se realizaron medidas del diametro de las
mismas antes y después del proceso. A través de esta técnica se determiné un didmetro
inicial de las microparticulas de 562 nm (Figura 3A presentada a continuacion), lo cual
corresponde con la ficha técnica del producto. Una vez las microparticulas fueron

funcionalizadas con el anticuerpo anti-Rotavirus, su didmetro aumento
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aproximadamente en 10-12 nm (Figura 3B presentada a continuacién). La altura de
una IgG es de 12 nm en posicién vertical, esto significa, con la regién Fab apuntando
al analito. No obstante, debido al proceso de inmovilizaciéon sobre los grupos aminos
presentes en las microparticulas fluoro-magnéticas, se puede presentar rotacion de la
biomolécula permitiendo movimientos rotacionales (Tronin, A. ez al, 1995) que
generan variaciones en los valores (i.e. desde 10 nm a 12 nm) (Villamizar R, 2009).
Esta informacién se encuentra divulgada en la memoria descriptiva inicialmente
presentada, Figuras 4A y 4B, apartado de “Resultados” (Pagina 10, lineas 25 a 33 de la

descripcién inicialmente presentada).
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Figura 3. Imagenes de Microscopia Atémica de A) Microparticulas fluoro-magnéticas

B) Microparticula fluoro-magnética funcionalizada con anticuerpo anti-Rotavirus

La reaccién de activacion quimica mediante el uso de carbodiimida (EDC) y

N-hidroxisuccinimida (NHS) reportada en D1 da lugar a compuestos

intermediarios que reaccionan con grupos aminos del anticuerpo estableciendo la
unién covalente. Este método representa mas costos comparado con el empleado en
la presente invencién, debido al uso adicional de reactivos. Ademas, requiere tiempo
adicional en el experimental y varios articulos han reportado que durante la reaccién
se generan compuestos intermedios derivados de la urea que en ocasiones puede
conllevar a la denaturacion de la proteina. Finalmente, una gran diferencia de este
método con respecto a la expuesta en la presente invencioén, es que no permite

controlar Ia orientacion de los anticuerpos, puesto que los grupos funcionales para

establecer el enlace (grupos amino) se repiten a lo largo de la estructura de la proteica
por lo que la orientaciéon de la biomolécula es random o desordenada (Figura 4

presentada a continuacion).
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Figura 4. Representacion esquematica de los procesos de inmovilizacion de

anticuerpos empleados en D1 mostrando el nivel de complejidad en el mismo.

Con respecto a D2, los autores presentan el uso de DOS anticuerpos, uno de los
cuales se inmoviliza directamente sobre la superficie de un chip sensor, mientras que
el otro anticuerpo, manifiestan los autores se encuentra acoplado directamente a una
nanoparticula magnética y fluorescente. No obstante, no se describen los métodos
fisicos o quimicos empleados en su inmovilizacién y, por tanto, la orientaciéon del
anticuerpo es desconocida. En cualquier caso, el empleo de dos anticuerpos para
detectar un mismo analito incrementa los costos y la complejidad de los ensayos en
comparaciéon con lo descrito en la presente invenciéon (Figura 5 presentada a

continuacion).

Ak

Y

et

v

SENSOR CHIP

!

Figura 5. Representacion esquemdtica tomada de la patente US 2012/0231971 Al
(D2) en la que los patégenos se encuentran unidos a anticuerpos primarios y
posteriormente estos son expuestos a un chip sensor el cual tiene inmovilizado sobre su

superficie un anticuerpo secundario que detecta el complejo primario
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Referencias:

Franco E.J., Hofstetter H and Hofstetter O. 2006. A comparative evaluation of
random and site-specific immobilization techniques for the preparation of antibody-
based chiral stationary phases. J. Sep. Sci. 29: 1458-1469

Tronin, A., Dubrovsky, T., Nicolini, C. Langmuir. 1995. 11, 385-389.

Villamizar R. Biosensors based on carbon nanotube field effect transistors for
detecting pathogenic microorganisms. En: Espafia 2009. ed: Universitat Rovira 1
Virgili  I§BN: 978-84-692-9761-2/DL ». 0  pdgs. 220. Disponible en:
https://tdx.cat/handle/10803/9037

c. El Examinador indica “que, de acuerdo a la descripcion detallada de la

Invencion (pdg. 7 lineas 12 a 14, padg. 8 lineas 3 a 9, pdg. 9 linea 7), no se

especifica hacia que epitope estd dirigido el anticuerpo que se enlaza a la

particula. Las menciones sobre las regiones VP1 y VP6 son el resultado de Ia

amplificacion RT-PCR y analisis electroforético en geles de agarosa del

material genético recuperado por el método. Por lo anterior, no se divulga un

anticuerpo especifico dirigido contra los epitopes mencionados. El documento

D1 ensefia que los anticuerpos con los que se funcionalizan las particulas son

anti-VP2 monoclonal murino” (Pagina 8 de la AO No. 12429).

En la memoria no se describieron casas comerciales ni se dieron detalles de los
productos empleados. Se adjunta ficha técnica de los productos comprados que
indican la especificidad de los anticuerpos monoclonales anti-Rotavirus contra

proteina de capside VPG y anti-Hepatitis A contra proteina de capside VP1.

Datasheet for ABIN2150728 Datasheet for ABIN865930
anti-Rotavirus VP6 antibody anti-HAV VP1 antibody

Overview

Overview
Antigen: Rotavirus VPG
Antigen: HAV VP1
Reactivity: Rotavirus
Reactivity: Hepatitis A Virus (HAV)
Host: Mouse
Host: Mouse
Clonality: Monoclonal
Application: ELISA Application: ELISA, Westemn Blotting (WB)

d. El Examinador ha indicado “DI es el estado de Ia técnica mds cercano al

método y que el elemento diferenciador de la solicitud es el uso de particulas

fluoro-magnéticas _que permiten hacer una deteccion por métodos
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relacionados con Ia fluorescencia. El método mencionado en D1 estd orientado

al enriquecimiento y deteccion del virus de hepatitis A en cuerpos de agua
usando particulas inmunomagnéticas y a pesar de que los ejemplos muestran
ensayos de enriquecimiento en muestras preparadas, el método es aplicaba a

cualquier cuerpo de agua, se le recuerda al solicitante que los ejemplos no

representan limitaciones del documento DI1. E]l documento DI ensefia que Ia

deteccion se realiza por métodos muy conocidos de Ia biologia molecular tales

como extraccion de ARN, formacion de ADNc y PCR en tiempo real

(reivindicacion 1)” (...) “Respecto al documento D2 este estd orientado a

particulas fluoro-magnéticas en las cuales se encuentran inmovilizados
receptores que pueden ser anticuerpos que permiten detectar analitos tales

como virus por medicion de Ila fluorescencia emitida (parr. [0002], [0020],

[0024] y [0099])" (Pagina 9 de 1a AO 12429).

Se desea agradecer al Examinador sus comentarios, los cuales permitieron detectar
algunos errores involuntarios y se espera que a través de los argumentos aqui
plasmados haya suficiente claridad de que la presente invencion difiere en varios

aspectos de D1 y D2. Algunos de ellos son:

1. De la presente invenciéon se resalta la sencillez del procedimiento. Las
microparticulas empleadas en este ensayo no requieren de pasos preliminares de
activacion de grupos quimicos para realizar la inmovilizacion de los anticuerpos,

contrario a lo plasmado en D1

2. La utilizacién de microparticulas fluoro-magnéticas, ya que D1 sélo emplea

particulas magnéticas con lo cual carece de la propiedad de fluorescencia y D2

emplea nanoparticulas fluoro-magnéticas, por lo cual el rango de tamafio en

la escala nanométrica hace que varien las condiciones experimentales de deteccion
del analito requiriendo el empleo de un chip sensor funcionalizado con

anticuerpos para poder emitir sefiales en presencia del patégeno.

3. El tamafio de las microparticulas empleadas en esta invencién permite realizar
observacion y seguimiento en la formacion de clisters o agregados a través de
técnicas sencillas de microscopia confocal o de fluorescencia, lo que se convierte
en una ventaja de cara a la aplicaciéon en un laboratorio de analisis rutinario de

virus. Esto difiere de lo presentado en D1, donde las particulas sélo exhiben

comportamiento magnético lo cual no posibilita que se haga este tipo de

seguimiento. También difiere de D2, donde la medicion de emisiéon de
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fluorescencia de las nmanoparticulas esta ligado al uso de un chip sensor,

requiriendo equipos sofisticados debido a su pequefio tamafio, asi como de

personal capacitado para la respectiva interpretacion de resultados.

Ademas, es de resaltar que la utilizaciéon de microparticulas fluoro-magnéticas

expuesta en esta invencion sf ofrece un valor afiadido, ya que permitié hacer

seguimiento a los eventos de captura viral. La formacién de agregados o claster
después de que los complejos (microparticula-anticuerpo) fueron expuestos a las
muestras de agua con potencial contenido viral, permitieron determinar la
presencia de forma indirecta de los patégenos. Estas agrupaciones fueron
analizadas adicionalmente con herramientas informaticas especializadas (Figura 6
presentada a continuacion). Se procesaron varias muestras procesadas con un area
de 900 pm? cada una y se obtuvieron resultados comparables. Cuando las
microparticulas se expusieron a los virus (Figura 6-barra gris) cerca del 92% de
ellas formaron clasters, mostrando cerca de un 64% de probabilidades de formar
agrupaciones de mas de 40 microparticulas y cerca de un 28% de formar
agrupaciones de menos de 20 microparticulas. En contraste, las microparticulas
sin funcionalizar y sin exponer a los virus, en un 40% formaron agrupaciones de
s6lo 2 a 4 microparticulas (Figura 6-barra negra), al igual que las funcionalizadas
s6lo con el anticuerpo, pero sin ser expuestas a los virus en un 65% formaron
agrupaciones de 2 a 4 microparticulas de forma similar a las microparticulas

iniciales sin ningun tratamiento (Figure 6, barra en tramas). Lo anterior indica,

que la propiedad de fluorescencia de las microparticulas da un valor

afiadido a la presente invenciéon que no reporta D1 y mucho mas sencilla

de la reportada por D2.
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Niumero de Microparticulas por Cluster
Figura 6. Frecuencia de distribuciéon de tamafios de clsters de las microparticulas sin
tratar (barra negra), funcionalizadas con el anticuerpo (barra en tramas) y después de

haber sido expuestas a los virus (barra gris).
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4. El método de inmovilizacion de los anticuerpos empleado en la presente
invenciéon es mucho mas sencillo y efectivo en términos de orientaciéon de las

biomoléculas en comparacion con, D1 que es azarosa. D2 no reporta el

procedimiento, por lo cual la orientacién del anticuerpo no esta definida.

5. D1 ni D2 provee datos experimentales de ensayos conducidos en muestras reales,
todos los ensayos fueron realizados en agua destilada estéril contaminada
artificialmente con concentraciones conocidas del patégenos previamente
certificado, lo cual convierte a D1 y D2 en un proof-of-concept que no muestra
alcances reales ni escalables, dado una matriz compleja como lo es el agua,
afectaria sin duda el “performance” de las dos técnicas aqui planteadas. Aunque el
Examinador considera que esto no es una limitante para D1y D2, lo cual

no objetamos, si resaltamos que la presente invencion ha sido probada en

muestras reales de agua cruda y potable obtenida directamente de plantas

de tratamiento de la regién, lo cual sin duda representa un “valor

diferencial” ala presente, por el hecho de demostrar que la técnica es capaz

de detectar los patégenos aun en presencia de interferentes de diferente

naturaleza contenidos en las matrices analizadas. Ademas, los resultados

fueron validados por el laboratorio referente en el pais para este tipo de

analisis (Grupo de Virologia del Instituto Nacional de Salud INS) lo que le

da un valor “afiadido” con respecto a lo presentado por D1 y D2.

La técnica se ha seguido ensayando y mejorando, es por eso que, en respuesta al
primer examen de fondo, se presentaron los resultados obtenidos del proceso de
separacion inmunomagnético de Rotavirus en diferentes tipos de aguas (i.e.
destilada, potable y cruda). Esto con el fin de demostrar la eficacia de la misma,
porque los autores pretenden dar de alguna forma solucién a la problematica
actual existente para analisis de virus en muestras de aguas. Se presenta la
respectiva grafica corregida, la cual soporta el evento de deteccion viral en

muestras reales. Este aspecto, contrario a querer generar ampliacion en el

objeto de Ia misma, lo que busca es dar mayor robustez a los ensayos

Iniciales presentados en la memoria descriptiva (Figura 7 presentada a

continuacion).
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Figura 7. Muestra el RNA extraido a partir de la vacuna Rotateq (*), agua destilada
contaminada artificialmente con Rotateq (A) y agua potable contaminada
artificialmente con Rotateq (x) concentrados y separados a través de la técnica de

separacion fluoro-inmuno-magnética.

6. Otro aspecto para resaltar de la presente invencion con respecto a D1 y D2, es

que esta invencion esta dirigida a virus entéricos y cualquier patégeno diluido

en aguay se muestran resultados sobre la deteccién de Rotavirus y el Virus

de la Hepatitis A, dos de los virus entéricos mas frecuentemente encontrados

en aguas crudas y potables en Colombia. Por su parte, D1 sélo refiere su

aplicacion a la deteccién del Virus de la Hepatitis A y D2, aunque dice que

su aplicacion esta dirigida a analitos en general solo se muestra un uso con

la bacteria E.coli.

En este sentido, una persona medianamente versada en la materia técnica no encontrarfa
motivaciéon alguna para combinar las ensefianzas de D1 con D2, toda vez que por un
lado D1 muestra particulas magnéticas sin fluorescencia que son de tipo carboxilico y D2
ensena la utilizacién de nanoparticulas fluorescentes inmovilizadas con un chip y el
empleo de dos anticuerpos para la detecciéon de un mismo analito, lo cual redunda en
costos y mayor complejidad. Por lo tanto, se podria decir que no existe ninguna forma
evidente de combinar las ensefianzas de estas anterioridades, ya que no genera ventajas
competitivas de cara a una aplicacién real en un laboratorio convencional de analisis

rutinario de virus en muestras de agua.

Ademas, el Solicitante respetuosamente manifiesta que el Examinador esta llevando a
cabo un analisis retrospectivo, en donde el Examinador trata de reconstruir el proceso

de la invencién a partir de las ensefianzas de dos documentos que no ensefian o

sugieren el uso de microparticulas inmunoflurescentes con grupos amino activos para

la deteccién de virus entéricos en agua.
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Como bien lo sabe este Despacho, este tipo de analisis carece de toda validez, tal y como
lo propone este mismo Despacho en su Instructivo de Examenes de Solicitudes de

Patentes de Invencién y Modelos de Utilidad, de la siguiente manera:

“Andlisis ex post facto o retrospectivo o hindsight

Es importante tener en cuenta que una invencion rewindicada que, a primera vista, parece
evidente, puede ser inventiva. Una vez, formulada nna nueva idea, a menudo se puede demostrar
tedricamente el modo en el que se podria llegar a ella, a partir de algo conocido, a través de una
serie de etapas aparentemente faciles. El Excaminador de patentes debe evitar el uso de un andlisis

ex post facto de este tipo.

Es decir, el estado de la téenica se debe examinar sin el beneficio del conocimiento ofrecido

retrospectivamente por la invencion reivindicada. La indicacion o la sugerencia que permita legar

a la invencion reiindicada deben proceder del estado de la técnica o de los conocimientos generales

de_la persona del oficio normalmente versada en la materia, y no basarse en la dipulgacion del

solicitante”. (el subrayado es nuestro).

De esta forma, teniendo en cuenta que los documentos D1 y D2 no mencionan, ensesian o
sugreren, en forma individual o en combinacién, todas las caracteristicas técnicas
reclamadas por el Solicitante, no es posible afirmar que la invencién hubiera podido haber

sido derivada en forma obvia a partir de dichos documentos.

Considerando lo anterior, es claro que las nuevas reivindicaciones 1 a 5 cumplen con el
requisito de nivel inventivo, tal como se define en el articulo 18 de la Decision 486 y
como se explica detalladamente en el Manual Andino y la Guia para Examinadores de la

Superintendencia de Industria y Comercio.

Habiendo atendido cabalmente las objeciones presentadas por ese despacho,
atentamente solicitamos se conceda el privilegio de patente de invencion a la solicitud en
estudio o si el senor Examinador considera que subsisten razones para objetar la presente
invencion, rogamos expedir otro examen de fondo con los debidos motivos y razones
que sustenten su objeciéon con el fin de que nuestro mandante tenga la posibilidad de
exponer sus argumentos con base en la interpretacion de los articulos 45 de la Decision
486 -el cual otorga la facultad al Examinador para emitir los eximenes de fondo- y 42 del
Codigo de Procedimiento Administrativo y de lo Contencioso Administrativo que sefala
que: “habiéndose dado oportunidad a los interesados para expresar sus opiniones, y con base en las
pruebas e informes disponibles, se tomard la decision, que serd motivada. La decision resolverd todas las
peticiones que hayan sido oportunamente planteadas dentro de la actuacion por el peticionario y por los

terceros reconocidos”, (el subrayado es nuestro).
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En consecuencia, solicitamos a ese Despacho pronunciarse en relaciéon con todos los
argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicaciéon al principio del

debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucién Nacional.

Senor Director,

CAROLINA DAZ ALVO
C.C 66.78_3.790 de Palmira Valle
TP-141563 CSJ

notificaciones@clarkemodet.com.co
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ANEXOS

- Nueva memoria descriptiva que incluye:
o Nuevo capitulo descriptivo.
o Nuevo capitulo reivindicatorio conformado por cinco (5) reivindicaciones.

o Nuevo resumen.
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P-11147 (Solicitud No. NC2016/0005568)
Modificaciones — RTA AO 12429
14 de enero de 2019

TECNICA DE DETECCION FLUORO-INMUNOMAGNETICA DE VIRUS
ENTERICOS EN AGUAS

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se relaciona con el desarrollo de nuevos métodos para la

deteccion de patégenos en aguas con implicaciones a nivel de salud publica.

ESTADO DE LA TECNICA

El agua es un elemento que contribuye de manera fundamental a todo proceso vital,
pero también puede llegar convertirse en un vector transmisor de enfermedades
cuando su calidad no es 6ptima. Aquellas enfermedades transmitidas por el agua
se les conocen como "enfermedades de transmision hidrica" y pueden ser causadas
por agentes biolégicos o quimicos. Las enfermedades de origen biologico suelen
ser contagiosas y sus agentes etioldgicos pueden ser de tipo bacteriano, parasitario

o viral.

Se considera que mas de 140 tipos de virus entéricos pueden ser encontrados ser
encontrados en fuentes hidricas (Peladez D, et al, 2010). Entre estos se encuentra
los Rotavirus, Norovirus, Sapovirus, Adenovirus, Astrovirus, Enterovirus, Reovirus
(Kiulia, N. et al, 2015). Una investigacion publicada en 2016, por el grupo de
Virologia del Instituto Nacional de Salud, sobre aguas procedentes de 102
municipios de Colombia, mostré que el 50,7% de las muestras fue positivo para
algun tipo de virus entérico. La mayor prevalencia fue de virus Hepatitits A con un
26,73%, seguido de Enterovirus y Rotavirus con 20.48 % respectivamente y
adenovirus (18.05%). Ademas, los autores reportaron que los niveles de virus en
aguas crudas y potables fue muy similar (48,26% y 45,83%, respectivamente)
(Peldez D. et al, 2016).

Una fuente hidrica contaminada con virus entéricos es de suma importancia a nivel
de salud publica, ya que muchos de ellos pueden permanecer viables en las fuentes

de agua, teniendo la capacidad de pasar las barreras fisicas y quimicas (cloro) de
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los procesos convencionales de potabilizacion, llegando incluso a cultivos que

pueden convertirse en vectores de transmision de enfermedades.

Por tal motivo, microbidlogos, epidemidlogos y responsables de la calidad de agua,
han debatido sobre la utilidad de hacer seguimiento y monitoreo a la presencia de
virus como indicadores de contaminacién, comprobando asi la eficiencia de los
procesos de potabilizacion. Actualmente en Colombia no existe ninguna regulacion

sobre virus en muestras de aguas.

Desde el punto de vista analitico, los virus son dificiles de detectar debido a que se
encuentran diluidos en agua (1 a 10® particulas virales/Lt de agua) (Kiulia, N., y
otros, 2015). Los metodos de deteccion de virus en muestras como el agua, estan
basados en métodos moleculares. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
la PCR acoplada areverso transcriptasa (RT-PCR) y la PCR cuantitativa y en tiempo
real (QPCR), son algunas de las mas utilizadas y exhiben alta sensibilidad y
especificidad. No obstante, existen limitantes tales como la ausencia de correlacion
entre el genoma viral detectado y su nivel de infectividad, haciendo necesario

emplear métodos adicionales como el cultivo celular para poder identificarlos.

El cultivo celular aunque sensible también es laborioso y costoso. Ademas, no todos
los virus son capaces de generar efecto citopatico con lo cual el proceso de
deteccion se dificulta. Incluso para algunos enterovirus como es el caso de
Norovirus, no hay disponibles lineas celulares de propagacion (Hamzaa IA et al,
2011).

El uso de métodos serologicos también es muy frecuente. Una de ellas es el ensayo
de inmunoabsorcion ligado a una enzima (ELISA). No obstante, una de las
dificultades que presenta es que detectan titulos virales elevados, requiriendo

pretratamientos para concentrar los virus (Kiulia, N. et al. 2015).

Para concentrar los virus, se emplean técnicas tales como la adsorpcion-elucion.
Esta técnica se fundamenta en el uso de membranas electropositivas o
electronegativas que permiten la adsorcion de las particulas virales debido a las
interacciones electrostaticas entre ambos. Seguidamente, son eluidos de la
superficie del filtro a través de soluciones como extracto de carne, glicina o hidréoxido

de aluminio, que son sustancias que compiten por los sitios de unién del virus en la
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membrana, liberdndolos a la solucién (Calgua, B et al. 2013). La principal desventaja
del método es la baja recuperacién viral, ya que en un estudio reportado por Fumian,
T., et al, el método basado en adsorcidén-elucién tuvo una taza de recuperacion de
tan solo el 3.5% (Fumian, T., et al, 2010).

Otra técnica empleada para la concentracion viral es la ultrafiltracion tangencial
(UFT), la cual consiste en realizar una serie de filtrados en membranas de distinto
tamafo de poro, dirigiendo la muestra a un filtro de flujo tangencial por medio de
una bomba peristaltica de alta presién, produciendo dos fracciones: la filtrada de
interés y la excluida por el filtro (Negrete, A. et al, 2014). En un estudio realizado por
Alavandi et al, tras procesar 100 L de agua a través de esta técnica, se obtuvo un
volumen final de 100 mL y un rango de recuperacion viral que oscilé entre un 7.5 a
89.61% (Alavandi et al, 2015). La técnica tiene varias limitantes. Una de ellas, es el
tiempo. Se requieren 24 a 48 horas para realizar la concentracion viral (Pelaez, D.
et al. 2010). Su aplicacion también se ve limitada debido a la concentracion
simultanea de interferentes organicos e inorganicos presentes en las muestras que
no permiten que los procesos de identificacion viral posteriores tales como PCR o

cultivos celulares, se lleven a cabo adecuadamente, generando falsos negativos.

Con el fin de evitar estos inconvenientes, se han introducido otras técnicas de
concentracion. Entre estas cabe resaltar la separacion inmunomagnética (IMS). El
prefijo “inmuno” involucra el uso de anticuerpos (Ac), que son glicoproteinas en
forma de “Y” las cuales son generadas por el sistema inmune de animales y
humanos en presencia de una sustancia extrafia o antigeno (Ag). Los Ac presentan
afinidad intrinseca por el Ag que puede alcanzar hasta 10! mol/L, donde el antigeno
es reconocido a través de la interaccion antigeno-anticuerpo (Ac-Ag) (Mortaza, I.
2013).

El sufijo “magnética” indica el uso de una particula que presenta esta propiedad,
cuya superficie es usada para inmovilizar anticuerpos (Ac) a través de diferentes
métodos. La inmovilizacién debe asegurar que el Ac reconozca el antigeno y para
esto debe quedar bien orientado sobre la superficie. Esto significa que la fraccion
constante o base de la Y quede en contacto con la superficie y los dos brazos o
fraccidn variable quede disponible para la deteccién del antigeno. En este caso, se
podria decir que cada anticuerpo (tipo IgG) puede unirse a dos antigenos (Villamizar
R, 2009).



10

15

20

25

30

35

La propiedad magnética es aprovechada por tanto para concentrar y separar los
antigenos a través de la aplicacion de un campo magnético externo. La IMS ha sido
propuesta para la deteccidn selectiva de particulas virales intactas o infecciosas.
Esta técnica ha sido acoplada a métodos moleculares y ha posibilitado la
identificacion y cuantificacion de virus entéricos tales como Hepatitis A (Lee, K., et
al., 2012), Adenovirus (Haramoto E et al., 2010) Rotavirus (Yang W et al, 2011) a
partir de diferentes muestras ambientales eliminando interferentes, incluido
inhibidores de PCR.

Es asi como, en esta patente se presenta una técnica mejorada de la IMS a la que
se ha denominado “Separacion Fluoro-Inmuno-Magnética” de particulas virales,
gue emplea un tipo de particula que integra las propiedades magnéticas y de
fluorescencia, para permitir eventos de separacion, concentracion viral y
visualizacion en parelelo. De esta forma, se tiene un mejor control sobre el proceso
de deteccion viral. Las particulas son funcionalizadas gracias a una cubierta rica en
grupos aminos presente en su superficie, lo que facilita la union covalente del
anticuerpo en posicion correcta y, por tanto, la deteccion sensible y selectiva de
diferentes tipos de virus entéricos con implicaciones a nivel de salud publica. La
utilizacion de anticuerpos como elementos de reconocimiento asegura la deteccion
de particulas virales infecciosas sin la necesidad de emplear técnicas adicionales
de cultivo en lineas celulares para evidenciar infectividad. Para confirmar la
presencia del virus se hace necesario hacer extraccion de material genético y para
esto se emplea un kit comercial de rapida y sencilla aplicacion. De esta forma, a
través de la utilizacion de esta técnica, se abre un espectro de posibilidades en
deteccion, ya que al emplear anticuerpos especificos se puede reconocer diferentes
tipos de patdgenos que incluye cualquier tipo de virus entérico e incluso quistes de

pardasitos, los cuales también se encuentran muy diluidos en aguas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra una forma esquematica del proceso de funcionalizacion de las
microparticulas fluoro-magnéticas, en donde las particulas magnéticas poseen un
core 0 nucleo fluorescente y una capa externa magnética la cual se encuentra
modificada con grupos aminos que facilita la union de anticuerpos monoclonales
para diferentes tipos de virus entéricos (i.e. Rotavirus, Adenovirus, Hepatitis A,
Norovirus, Enterovirus) a través de los grupos carboxilos presentes en la fraccion

cristalizable (Fc) de la glicoproteina. Esto garantiza la orientacién adecuada del
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anticuerpo, permitiendo dos sitios para union al antigeno. Después de cada paso de
la funcionalizacién, las particulas son lavadas tres veces con PBS y agua destilada

estéril para remover los anticuerpos que no fueron adsorbidos a las particulas.

La figura 2 muestra la Representacion Esquematica del Proceso de Captura,
Concentracion y Separacion de Virus empleando microparticulas magneto-inmuno-
fluorescentes, en donde la propiedad magnética de las particulas es usada para
concentrar y separar el virus de interés presente en la muestra de agua, a través de

la aplicacion de un campo magnético externo.

La figura 3 ensefia la caracterizacion Microscopia Confocal de las Microparticulas
Magnéticas. A) Microparticulas solas B) Microparticulas funcionalizadas con
anticuerpo monoclonal anti-Rotavirus C) Formacion de cumulos (clusters) inducidos

por la presencia de Rotavirus (10 2 particulas virales/mL) en la muestra.

La figura 4 es una microscopia de Fuerza Atomica A) Microparticula Fluoro-
magnética B) Particula viral de Rotavirus C) Microparticulas Biofuncionalizadas con
anti-Rotavirus D) Complejo microparticula-anticuerpo-virus después de haber sido
expuestas a 102 particulas virales de Rotavirus, en donde se puede evidenciar la
presencia de virus sobre la superficie de las particulas, siendo mas evidente la

agrupacion formada sobre la parte inferior adsorbidos a través de los anticuerpos.

La figura 5 son imagenes obtenidas con TEM empleando tincion negativa de A)
Microfotografia de Microparticulas magnéticas funcionalizadas después de haber
sido expuestas a 10° particulas virales de Rotavirus B) Microparticula magnética B)

Zoom de los Virus (Rotavirus) unidos a las microparticulas magnéticas.

La figura 6 corresponde a una curva de calibracion realizada con concentraciones
diferentes de la vacuna Rotateq (contiene 5 serotipos diferentes de Rotavirus a una
concentracion inicial de 108 PV/mL) y los datos obtenidos para la recuperacion del
RNA usando particulas fluoro-inmunomagnéticas de acuerdo con la presente

invencion.

La figura 7 muestra la electroforesis en gel de agarosa 1.8% que muestra la

amplificacion de una region de la proteina VP6 presente en la capside de Rotavirus.
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La figura 8 es una electroforesis en gel de agarosa 1.8% que muestra la
amplificacion del RNA obtenido a partir de las pruebas de selectividad y de unién no
especifica a microparticulas fluoro-magnéticas funcionalizadas o no con el

anticuerpo anti-Rotavirus

La figura 9 es una representacion esqueméatica del pretratamiento de aguas crudas

previo analisis con la técnica de Separacion Fluoro-Inmuno-Magnética

La figura 10 corresponde a una curva de calibracion realizada en muestras de agua
cruda pre-tratada, esterilizada y contaminada artificialmente con diferentes
concentraciones de Rotateq

La figura 11 muestra la caracterizacion por microscopia de Fluorescencia de los
complejos microparticulas-anticuerpo después de haber sido expuestos a aguas

crudas con potencial contenido de Rotavirus y Hepatitis A

La figura 12 corresponde a las imagenes obtenidas con TEM empleando tincion
negativa de A) Virus de la Hepatitis A (VHA) B) Rotavirus obtenidos a partir de aguas

crudas

La figura 13 muestra la cuantificacion del RNA viral obtenido a partir de muestras
de agua cruda obtenidas a partir de 4 plantas de potabilizacion y sus respectivas
fuentes hidricas abastecedoras empleando la técnica de separacion Fluoro-Inmuno-

Magnética

La figura 14 es una electroforesis en gel de agarosa 1.8% que muestra la
amplificacion de una regién de la proteina VP6 y VP1 especificas para Rotavirus y
Virus de la Hepatitis A, respectivamente separados, concentrados y detectados
usando la técnica de separacion Fluoro-Inmuno-Magnética a partir de aguas crudas

de 4 plantas potabilizadoras y sus respectivas fuentes de abastecimiento hidrico.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La técnica de deteccion fluoro-inmunomagnética de virus entéricos en aguas,
consiste en funcionalizar microparticulas fluoro-magnéticas, las cuales poseen en
su superficie grupos aminos que permiten la union de forma covalente a los grupos

carboxilos presentes en la fraccién constante (Fc) de anticuerpos especificos para
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diferentes tipos de virus entéricos (como por ejemplo Rotavirus, Hepatitis A,
Adenovirus, Astrovirus, Enterovirus, entre otros). La técnica comprende las
siguientes etapas:

a) Hacer reaccionar una soluciéon de microparticulas fluoro-magnéticas con
anticuerpos monoclonales especificos para diferentes tipos de virus entéricos
durante 30 minutos a 2 horas a una temperatura entre 33y 37°C;

b) Magnetizar las microparticulas

c) Lavar el exceso de anticuerpo con PBS 0.15 mM con pH 7.4.

d) Resuspender las microparticulas funcionalizadas con los anticuerpos en PBS
0.15 mM conteniendo BSA 'y

e) Agregar el agua con potencial contenido viral hasta completar un (1) litro;

f) Hacer lainmuno-reaccion durante un periodo entre 1 a 3 horas a temperatura
ambiente con agitacion constante entre 120 y 150 rpm;

g) Aplicar un campo magnético,

h) Descartar el agua y recuperar los complejos magnetizados en PBS 0.15 mM
con pH 7.4.

i) Caracterizar microscopicamente el complejo (microparticula-anticuerpo-
virus) a través de microscopia confocal y/o fluorescencia y microscopia

electrénica;

Adicionalmente, la técnica de deteccion fluoro- inmunomagnética de virus entéricos
en aguas también puede comprender las etapas adicionales de
J) Choque térmico a 90°C por 15 segundos a -4°C por 15 segundos de los
complejos magnetizados del paso h)
k) Centrifugacion de la solucion del paso j) a 5000 rpm durante 15 minutos

l) Cuantificacion del RNA viral del sobrenadante.

El proceso detalladamente se lleva a cabo tomando 250 pyL de una solucién de
microparticulas fluoro-magnéticas (0.001% p/p) y se mezclan con 250 pL del
anticuerpo (10 pg/mL), dejandolos reaccionar durante un periodo de 30 minutos a 2
horas, de preferencia 1 hora a una temperatura entre 35 a 40°C, de preferencia
37°C. Seguidamente, las particulas son magnetizadas y el exceso de anticuerpo es
lavado dos veces usando PBS 0.15 mM pH 7.4 conteniendo 0.1% de BSA y una vez

con agua destilada estéril.
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Posteriormente, las microparticulas funcionalizadas son resuspendidas en 250 pL
de PBS 0.15 mM pH 7.4 y son depositadas a 1 Lt de agua con potencial contenido
viral. La inmunoreaccion se lleva a cabo durante un periodo entre 1 a 3 horas, de
preferencia 2 horas a temperatura ambiente, en agitaciébn constante, a una
velocidad de entre 80 y 150 rpm, de preferencia 120 rpm. Finalmente, un campo
magnético externo es aplicado con el fin de concentrar y separar el complejo. El
agua es descartada y posteriormente los complejos magnetizados son recuperados
en 250 puL PBS 0.15 mM pH 7.4.

50 uL del complejo (microparticula-anticuerpo-virus) se caracteriza a través de
microscopia confocal o de fluorescencia, para comprobar el proceso de separacion
inmunomagnética y la formacion de agregados. En caso de existir altas
concentraciones de virus en la muestra analizada, se pueden apreciar la formacion

de agrupaciones de particulas (clusters de 20-50 particulas).

El volumen restante (200 pL), es sometido a un choque térmico (90°C/15 segundos
-4°C/15 segundos) para romper la interaccion antigeno-anticuerpo y asi liberar los
viriones unidos a las particulas. Posteriormente se centrifuga a 5000 rpm/15 min y
el sobrenadante se emplea para hacer extraccion y cuantificacion del RNA viral y
de esta forma confirmar la presencia del virus. El pellet conteniendo las

microparticulas es colectado y reutilizado para otros ensayos.

EJEMPLOS
Eiemplo 1: DETECCION DE ROTAVIRUS EN MUESTRAS DE AGUA
ARTIFICIALMENTE CONTAMINADA

OBJETIVO
Detectar Rotavirus en muestras de agua destilada estéril artificialmente

contaminada, empleando la técnica de separacion fluoro-inmuno-magnética.

METODOLOGIA

1. Se prepar6 una solucién 0.001% de las microparticulas magneto-fluorescentes
y se funcionalizaron con el anticuerpo anti-Rotavirus (10 pg/mL) (Figura 1).
Seguidamente, 500 pL de las microparticulas funcionalizadas fueron expuestas

a1 Lt de agua destilada estéril contaminada artificialmente con 1 a 108 particulas
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virales/mL. Seguidamente, se llevd a cabo el proceso de separacion fluoro-
inmuno-magnético como se explico en el numeral 2 (Figura 2).

Para comprobar la eficiencia en la separacion, se llevO a cabo una
caracterizacion por microscopia confocal de las particulas antes, durante y
después del proceso de deteccion viral (Figura 3).

Adicionalmente, para verificar si la formacion de agrupaciones en las particulas
eran inducidas por la presencia de virus, se llevaron a cabo analisis adicionales
de formacién de clusters, Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM) y microscopia
electronica (TEM) (Figura 4-5).

La interaccion antigeno-anticuerpo se rompidé aplicando choque térmico
(90°C/15 segundos-4°C/15 segundos). Posteriormente, se centrifugé a 8000
rpm/15 minutos para facilitar la recuperacion de los virus y la precipitacion de las
microparticulas fluoro-magnéticas.

A los virus recuperados se les realizo extraccion y cuantificacion de RNA. Los
resultados fueron comparados con una curva patron construida a partir del RNA
obtenido directamente de la vacuna Rotateq diluida seriadamente a las
concentraciones trabajadas (Figura 6).

El RNA extraido fue denaturado a 95 -C por 5 min y colocado inmediatamente
en hielo por 5 min adicionales previo a llevar a cabo la RT-PCR OneStep
Superscript lll. EI material genético amplificado fue revelado en electroforesis en
gel de agarosa 1,8 % (Figura 7).

La selectividad del complejo microparticula-anticuerpo en presencia de
interferentes presentes comunmente en el agua fue determinada. Para tal fin,
se emple6 una muestra de heces fecales presuntivamente contaminada con
poliovirus y otros virus entéricos, provista por el Laboratorio de Virologia del
Instituto Nacional de Salud (INS). Las microparticulas inmuno-fluoromagnéticas
fueron funcionalizadas con el anticuerpo anti-Rotavirus, como se describi6
anteriormente. Seguidamente se expusieron a 1L de agua contaminada las
heces del paciente y se realizé la inmuno-reaccion. Los virus concentrados
fueron separados de las microparticulas magnéticas y posteriormente el RNA
viral fue extraido y cuantificado. La presencia de interferentes se confirmo
empleando RT-PCR OneStep Superscript 11l y se revel6 en electroforesis en gel
de agarosa 1,8 % (Figura 8). El corrido electroforético se llevd a cabo por
triplicado.

De la misma forma, se comprobé la posible adsorcién no especifica al complejo

microparticula-anticuerpo. Para tal fin se tomaron microparticulas fluoro-
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magnéticas sin funcionalizar, es decir, sin el anticuerpo y se depositaron a 1L de
agua previamente contaminada con Rotateq (i.e. 106 PV/mL). La muestra fue
magnetizada, lavada con agua PBS y agua destilada estéril. Posteriormente se
aplico choque térmico a fin de separar los virus unidos y se realizé extraccion de
RNA. La presencia de interferentes se confirmé empleando RT-PCR OneStep
Superscript Il y se reveld en electroforesis en gel de agarosa 1,8 % (Figura 8).
El corrido electroforético se llevé a cabo por triplicado.

RESULTADOS

En la figura 3A se aprecian las microparticulas magnéticas antes del proceso de
funcionalizacién. Se puede evidenciar que las microparticulas se encuentran
dispersas en el medio. Esto se debe a la repulsion electrostatica que se genera por
la carga positiva de los grupos aminos presentes en la superficie de las particulas.
En la figura 3B, se aprecian las microparticulas funcionalizadas con el anticuerpo
anti-Rotavirus. Puede observarse pequefios agregados de microparticulas (2 o 3
particulas) debido a la diferencia de cargas de los aminoacidos que componen el
anticuerpo. Finalmente, en la figura 3C, se observa la formacion de grandes
agrupaciones (grupos de 5 a +30 particulas) como consecuencia de la exposicion
de las microparticulas a altas concentraciones del virus (10° particulas Rotateg/mL).
La presencia del virus hace que las particulas se auto-ensamblen, generando
agrupaciones (clusters) que varian de tamafo en funcién de la cantidad de virus
presentes en la muestra. Este evento ha sido previamente descrito por Pérez JM y
colaboradores (Pérez JM et al, 2003).

Para confirmar que la formacién de agregados era mediada por virus, se llevo a
cabo la caracterizacion a través de Microscopia de Fuerza Atdmica. A través de esta
técnica se determind un diametro inicial de las microparticulas de 562 nm (Figura
4A), lo cual se corresponde con la ficha técnica del producto. Una vez las
microparticulas fueron funcionalizadas con el anticuerpo anti-Rotavirus, su diametro
aumento aproximadamente en 10 nm (Figura 4C). La altura de una IgG es de 12 nm
en posicion vertical, esto significa, con la region Fab apuntando al analito. No
obstante, debido al mecanismo de absorcién sobre los grupos aminos, se pueden
presentar rotacion de la biomolécula permitiendo movimientos rotacionales (Tronin,

A. et al., 1995) que generan variaciones en los valores (i.e. desde 10 nm a 12 nm).



10

15

20

25

30

35

11

Después de que las particulas funcionalizadas fueron expuestas al virus
incrementaron significativamente su diametro. La figura 4B muestra que una
particula viral de Rotavirus, alcanza un didmetro promedio de 100 nm, mientras que
en la figura 4D puede evidenciarse la formacion de un camulo de virus adsorbido a
la superficie de las particulas funcionalizadas. Alli los virus son detectados a través

de la interaccion antigeno-anticuerpo mediada por fuerzas supramoleculares.

Muestras de la misma naturaleza fueron caracterizadas por microscopia de
transmision electrénica (TEM) con el fin de visualizar mejor el complejo y comprobar
la presencia de los virus. En la figura 5, puede apreciarse la morfologia de una
microparticula magnética, de una particula de Rotavirus y del complejo
microparticula-anticuerpo-virus, confirmando asi los hallazgos obtenidos a través de

la caracterizacion con AFM.

La caracterizacion molecular permitié confirmar la presencia de Rotavirus. La figura
6 muestra la curva de calibrado empleando un stock de Rotateq a diferentes
concentraciones (i.e. 10 a 108 particulas virales) y el RNA recuperado de los mismos
stocks diluidos en 1 Lt de agua empleando las microparticulas fluoro-inmuno-
magnéticas. Se puede apreciar que a mayor contenido viral mayor cantidad de RNA

viral en las muestras.

De igual forma, se puede apreciar en la grafica, que los virus diluidos en 1 Lt de
agua son eficientemente separados y concentrados, con porcentajes de
recuperacion promedio de 80.68 %. Lo anterior indica que en muestras de agua

potable o pura existen muy pocos interferentes capaces de reducir la deteccion viral.

Ademas, se quiso comprobar que el RNA extraido, efectivamente perteneciera a
Rotavirus y no a posibles interferentes de la matriz absorbidos de forma no
especifica a las microparticulas. De esta forma se procedié a amplificar y revelar el
material genético. La figura 7 muestra el marcador de peso molecular, un control
negativo (C-) y el control positivo (C+) correspondientes al segmento de 211 pb de
la proteina de capside VP6. Los pozos 7, 8 y 9 muestran las bandas obtenidas para
10PV, 10°PV y 10°% PV de Rotateq diluidos en 1 litro de agua, separados vy
concentrados por separacién fluoro-inmunomagnética mientras que los pozos 12 al
14, muestran las bandas obtenidas para las mismas concentraciones virales hechas

concentradas por ultrafiltracion tangencial (UFT) como método de referencia. Los
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resultados permitieron evidenciar que la técnica de Separacion Fluoro-inmuno-
magnética es tan efectiva como la UFT en la concentracion viral. Ademas presenta
la gran ventaja de requerir solo 2 horas para hacer la concentracion del virus y de
Nno necesitar pasos posteriores de cultivo celular para determinar la infectividad de
las particulas virales detectadas.

En cuanto a la prueba de selectividad, se logré hacer la concentracion y separacion
de particulas virales. Al realizar la extraccion de material genético se obtuvo un total
de 17.9 ng/ul de RNA viral. Este mismo fue amplificado y revelado. Las bandas
ubicadas en los pozos 1 y 2 fueron muy tenues. No obstante, la banda ubicada en
el pozo 3 del corrido electroforético, se correspondid con el segmento 211 pb de la
proteina de capside VP6. Por tanto, se concluyé que la muestra tomada para
analisis contenia entre otros virus entéricos, Rotavirus, que hizo que el anticuerpo
monoclonal lo reconociera y posteriormente, a través de la técnica empleada se

pudiera concentrar, separar y detectar (Figura 8).

Finalmente, los ensayos de adsorcion no especifica evidenciaron la alta
especificidad del complejo ya que se logro cuantificar tan solo 0.6 ng/uL de RNA
después de emplear solo las microparticulas fluoro-inmunomagnéticas sin
anticuerpo y expuestas a Rotavirus. En la amplificacién y revelado no se logro
evidenciar la presencia de ningun virus perteneciente al género Rotavirus (Figura 8-
pozos 4-6). Este ensayo mostré que en ausencia del elemento de reconocimiento
(anticuerpo anti-Rotavirus) no se dan eventos de adsorcion inespecifica sobre el
complejo, lo cual puede atribuirse al uso del buffer de bloqueo empleado al cual se

le adicion6d BSA.

Eiemplo 2: DETECCION DE ROTAVIRUS Y HEPATITIS A EN MUESTRAS DE
AGUA CRUDA PROVENIENTE DE 4 PLANTAS DE POTABILIZACION DEL
DEPARTAMENTO NORTE DE SANTANDER

OBJETIVO
Determinar la eficiencia de la técnica de separacion fluoro-inmunomagnética en la

deteccion de virus entéricos en matrices complejas.

METODOLOGIA
TOMA DE MUESTRAS-PRETRATAMIENTO
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Se realizé muestreo compuesto de aguas crudas provenientes de cuatro plantas de
tratamiento ubicadas en el departamento Norte de Santander, tanto en la etapa de
captacion, asi como de la fuente de procedencia (Rio Pamplonita y Rio Zulia). Las
muestras fueron recogidas en frascos de vidrio estériles y se transportaron al
laboratorio para su procesamiento. Debido a la naturaleza de la muestra (aguas
crudas con altas concentraciones de materia organica), se realizd un pretratamiento
gue consistié en realizar dos procesos sucesivos de filtracion de material grosero
empleando algodén y posteriormente una centrifugacion a 3500 rpm/10 minutos

como se muestra en la figura 9.

CURVA DE CALIBRACION

Una muestra de agua compuesta, obtenida a partir de la mezcla de 250 mL de agua
cruda pre-tratada de cada una de las plantas fue esterilizada con calor himedo a
121°C/15 min con el fin de eliminar posible presencia de contaminantes biolégicos
y virolégicos. Las muestras de agua fueron contaminadas artificialmente con 1 a 108
particulas virales/mL de Rotateq con el fin de realizar una curva de calibracion que
se comparo6 con el stock del virus sin diluir en agua cruda pretratada y determinar
asi los porcentajes de recuperacion viral en matrices complejas. Seguidamente, se
llevé a cabo el proceso de separacion fluoro-inmuno-magnético y caracterizacion

molecular como se explicé en el numeral 2.

ENSAYOS DIRECTOS EN AGUAS CRUDAS

Se tomaron muestras de 1 Lt de agua proveniente de cada planta de potabilizacion,
asi como de su fuente de procedencia, se filtraron (con papel filtro y algodon), se
centrifugaron y se le adicionaron microparticulas fluoro-magnéticas con anticuerpos
monoclonales anti-Rotavirus y anti-Hepatitis siguiendo los mismos pasos explicados
en el numeral 2. La inmunoreaccion se llevo a cabo bajo las condiciones descritas
en el numeral 2 al igual que la concentracion y la separacion fluoro-inmuno-
magnética. Los complejos fueron caracterizados por microscopia de fluorescencia
para determinar la presencia de clusters. Ademas, la presencia de los virus fue
evidenciada a través de microscopia electrénica y mediante caracterizacion
molecular, realizando la extraccion, cuantificacion, amplificacién y revelado por

electroforesis de las particulas virales.
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RESULTADOS

Se puede apreciar en la figura 10 los valores obtenidos para la extraccién de RNA
viral a partir de aguas crudas y comparados con el patrén. Estadisticamente los
datos fueron ajustados a través del modelo de regresion lineal donde se obtuvo un
R?=0.923, lo que indica que se encuentra en el intervalo 0,9 < R? < 1, para una

correlacion excelente entre los datos.

Se pudo establecer que, debido a la naturaleza compleja de la muestra, el nivel de
sensibilidad de las particulas fluoro-inmuno-magnéticas disminuye en promedio un
36.51% con respecto a los ensayos realizados en agua destilada estéril y
presentados en el ejemplo 1 (Figura 6). No obstante, el porcentaje de virus
recuperados es de 44,17% se encuentra por encima de otros estudios tales como
el reportado por Haramoto E, en el que detectaron Norovirus humanos en muestras
de agua de rio empleando procesos de adsorcion-elucion usando filtros
electronegativos, obteniendo porcentajes de recuperacion del 15% (Haramoto E et
al, 2009), mientras que el reportado por Fumian et al, solo alcanz6 un 3.5 % en la
misma matriz usando un método similar (Fumian et al, 2010). Comparando
directamente con otros estudios en el que emplearon separacion inmunomagnética
(IMS), Ha J et al, reporta la recuperacion del virus de la Hepatitis A y Norovirus a
partir de alimentos minimamente procesados alcanzando niveles promedio de 6.2
%y 8.5 %, respectivamente (Ha J et al, 2014). La técnica aqui desarrollada muestra
gue los niveles de sensibilidad alcanzada son debidos probablemente a la eficiencia
del pretratamiento aplicado a las muestras antes de ser aplicado el complejo
microparticula-anticuerpo y la correcta adsorcion del mismo a las particulas. Ya que
asegurando que los anticuerpos tengan los dos sitios de union al antigeno

orientados en la posicién adecuada se aumenta la sensibilidad en la deteccion.

La caracterizacién por microscopia de fluorescencia de los complejos virales tanto
con Rotavirus como con Hepatitis A en las muestras de agua provenientes de las 4
plantas de potabilizacion del departamento, permitié evidenciar la presencia de

cluster en todos los casos (Figura 11A-B).

Posteriormente, se rompié la interaccion antigeno-anticuerpo para facilitar la
liberacién de las particulas virales, las cuales fueron caracterizadas a través de
Microscopia de Transmision Electronica (TEM) (Figura 12). El virus de la hepatitis

A (VHA) comparte rasgos morfologicos y estructurales basicos de otros grupos de
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la familia, como los enterovirus. Estructuralmente es circular, no envuelto con un
tamafio de aproximadamente 30 nm de diametro (Figura 12A). De otra parte,
Rotavirus es un virus que presenta capside icosaédrica, no envuelto de 50 a 65 nm
de diametro rodeada por una capa doble que confiere al virus aspecto de rueda, de
ahi el nombre rotavirus. La triple capa proteica hace que el virus tenga un diametro
total de unos 80 nm de didmetro (Figura 12B).

Ademas, se realiz6 extraccion y cuantificacion de RNA viral de los dos virus (Figura
13) y para el caso de Rotavirus, los datos obtenidos se reemplazaron en la ecuacién
de la recta presentada en la figura 10. Se pudo determinar que este virus se
encuentra en una concentracion que oscila entre 6x10° PV/mL hasta 1,35x10°
PV/mL en las diferentes muestras de aguas crudas analizadas provenientes de las

4 plantas de tratamiento analizadas incluyendo sus fuentes de abastecimiento.

La figura 14 muestra las bandas correspondientes a un segmento de la proteina
VP6 presente en la capside de Rotavirus y de un segmento de 192 pb
correspondientes a la una region entre VP1 y 2A presentes en la capside del VHA.
Estos hallazgos permitieron comprobar la eficiencia de la técnica a la hora de
detectar particulas virales de Rotavirus y Virus de la Hepatitis A en matrices
complejas. El VHA es un virus altamente contagioso que presenta dosis infectivas
bajas. Este es un virus entérico exhibe su tropismo por las células epiteliales de
aparato digestivo, de donde se desplaza a través del torrente sanguineo al higado,

organo afectado responsable de producir la conocida “Hepatitis infecciosa”.

Los anticuerpos monoclonales acoplados a las microparticulas magnéticas,
permitieron el reconocimiento del antigeno VP1 presente en la capside viral, lo que
facilité su concentracion, separacion y posterior deteccion en muestras de agua
procedentes de la etapa de captacion de 3 de las 4 plantas de potabilizacién
analizadas (CAR, MON y POR) y en el agua proveniente del rio Zulia, fuente hidrica

gue abastece de agua a una de las plantas estudiadas.

En el caso del género Rotavirus este se encuentra dividido en siete grupos
serologicos que van desde el A al G, los cuales a su vez presentan varios
subgrupos. El grupo A al C son patégenos para humanos, mientras que los
restantes tienen mas afinidad por animales. El grupo A es el mas patdégeno y

frecuente en humanos. A través de la técnica de separacion fluoro-
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inmunomagnética, se emplearon anticuerpos monoclonales especificos para la
detectar el epitope VP6 en la capside viral de Rotavirus del grupo A. Los analisis
realizados permitieron identificar su presencia en todas las fuentes de captacién de
las 4 plantas de potabilizacion analizadas y en las muestras de agua provenientes
de los rios Pamplonita y Zulia. Este hallazgo sin duda, genera un potencial riesgo
parala salud publica de la poblacion que emplea este tipo de aguas para recreacion,
riego e incluso consumo sin tratamientos adecuados de desinfeccion. La razon
radica en el hecho de que este virus presenta una estructura morfolégica basada en
una triple capa protéica, lo que hace que sea catalogado como un virus altamente
resistente a los procesos de cloracion del agua en comparacion con otros virus
entéricos (OMS-Guias para la calidad del agua potable). Por tanto, procesos
deficientes de desinfeccion del agua podrian permitir que el virus llegara a los
consumidores a traves de agua que puede estar desde el punto de vista

bacterioldgico, apta para el consumo humano.

CONCLUSION

Se puede concluir que la técnica fluoro-inmunomagneética desarrollada permite la
deteccion de Rotavirus y Hepatitis A, en muestras de agua estéril contaminada
artificialmente, asi como en matrices complejas tales como aguas crudas. La técnica
presenta unas caracteristicas de realizacion interesantes (Tabla 1), que la hacen
atractiva para su aplicacion en la deteccion de cualquier patégeno que se encuentre
diluido en agua incluyendo quistes de parasitos, siempre que se empleen

anticuerpos especificos.
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Tabla 1. Parametros de realizacion de la técnica

PARAMETRO DE REALIZACION RESULTADO
Tiempo de Deteccion 2 horas
Sensibilidad >80 %
Limite de Deteccion 10 particulas virales/1L agua crudas o
potables
Sencillez El procedimiento de funcionalizaciéon

de la microparticula magnética y de
concentracion de virus a partir de la
muestra de agua se da en dos pasos y
no requiere de ligandos quimicos
Selectividad Se detecta un solo grupo de virus
debido al uso de anticuerpos
monoclonales y estos mismos facilitan
la deteccion de particulas virales
completas infectivas, por lo cual no se
hace necesario técnicas adicionales de
deteccion tales como cultivo celular
Costo Se puede hacer produccion en masa
de anticuerpos policlonales en modelos

murinos para disminuir costos

Nota: Cabe destacar que todos los resultados obtenidos fueron validados por el
grupo de Virologia del Instituto Nacional de Salud (INS) quienes son referentes de
este tipo de analisis en agua en el pais.
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seleccionado de adenovirus, astrovirus, enterovirus, virus Hepatitis A, norovirus,

rotavirus, entre otros puede ser detectado en aguas; la técnica comprende las

siguientes etapas:

a) Hacer reaccionar una soluciéon de microparticulas fluoro-magnéticas con
anticuerpo durante 30 minutos a 2 horas a una temperatura entre 33y 37°C

b) Magnetizar las microparticulas;

c) Lavar el exceso de anticuerpo con PBS 0.15 mM pH 7.4;

d) Resuspender las microparticulas funcionalizadas en PBS 0.15 mM
conteniendo BSA; y

e) Agregar el agua con potencial contenido viral hasta completar un (1) litro;

f) Hacer lainmunoreaccion durante un periodo entre 1 a 3 horas a temperatura
ambiente con agitacion constante entre 120 y 150 rpm;

g) Aplicar un campo magnético;

h) Descartar el agua y recuperar los complejos magnetizados en PBS 0.15 mM
pH 7.4;

i) Caracterizar microscopica y molecularmente el complejo (microparticula-

anticuerpo-virus).

. Latécnica de deteccion fluoro-inmunomagnética de virus entéricos en aguas, de

acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada porque: en la etapa a) la
concentracion de las microparticulas-fluoromagnéticas es de 0.001% p/p y la
concentracion del anticuerpo es de 10 pg/mL.

La técnica de deteccion fluoro-inmunomagnética de virus entéricos en aguas, de
acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, caracterizada porque la etapa C) se lleva a
cabo una vez con PBS 0.15 mM pH 7.4, una vez con PBS 0.15 mM pH 7.4
conteniendo 0.1% de BSA y una vez con agua destilada estéril.

La técnica de deteccion fluoro-inmunomagnética de virus entéricos en aguas, de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque
la etapa de caracterizacion se lleva a cabo mediante Microscopia Confocal o
Microscopia de Fluorescencia, Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM) y/o

Microscopia Electrénica (TEM).
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5. Latécnica de deteccion fluoro-inmunomagnética de virus entéricos en aguas, de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque
comprende las etapas adicionales:

j) Choque térmico a 90°C por 15 segundos a -4°C por 15 segundos de los
complejos magnetizados del paso h)
k) Centrifugacion de la solucién del paso j) a 5000 rpm durante 15 minutos

l) Cuantificacion del genoma viral a partir del sobrenadante.
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RESUMEN

La invencion se encuentra dirigida a una técnica de deteccién de virus entéricos en
aguas, que emplea microparticulas que poseen propiedades magnéticas y al mismo
tiempo de fluorescencia. Para tal fin, se hace reaccionar una solucion de
microparticulas fluoro-magnéticas con anticuerpos monoclonales, las cuales son
expuestas a la presencia del patégeno el cual se encuentra diluido en 1 litro de
agua. Posteriormente los patdgenos son magnetizados a través de la aplicacién de
un campo magneético externo que posibilita la concentracién, separacion y posterior

deteccion a través de técnicas sencillas de microscopia y/o moleculares.
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FIG 3
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