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RESUMEN

El Avian avulavirus 19 (APMV) es un paramixovirus descubierto y aislado en 2017 desde
pinglinos de Papua (Pygoscelis papua) en la Isla Kopaitic del Territorio Antértico Chileno.
En esta investigacion se realizo la técnica de inhibicidén de la hemaglutinacion (HI) para
medir la presencia de anticuerpos especificos para este virus en las tres especies de pingiiinos
Pygoscelis spp. Los sueros se obtuvieron desde 7 localidades; Cabo Shirreff, Isla Doumer,
Punta Biscoe, Bahia Paraiso, Isla Lagotelerie, Isla Ardley e Isla Avian. De un total de 496
muestras procesadas solo 45 resultaron positivas (9%). Se obtuvo evidencia del virus en las
tres especies estudiadas, para los pinguinos de Adelia (P. adeliae) 1/80 (1,25%); en el caso
de los de barbijo (P. antarctica) 30/206 (14,6%); y por Ultimo los Papua 14/210 (6,7%). En
cuanto a los sitios estudiados, 4/7 resultaron positivos (Cabo Shirreff, Doumer, Punta Biscoe
y Bahia Paraiso). Del total de sitios muestreados, se identificaron tres grupos con diferentes
niveles de anticuerpos, lo cual fue estadisticamente significativo como alto, medio y
negativo. En los sitios donde se obtuvo un ndmero reducido de muestras, se realizd una
estimacion de la prevalencia: Punta Biscoe >20%; Isla Doumer > 14,5% y en Bahia Paraiso
>17%. Por otro lado, en Cabo Shirref, donde se obtuvo una mayor cantidad de muestras de
barbijo, se obtuvo una prevalencia verdadera de 14,6%. En la Isla Ardley, Isla Lagotelerie e
Isla Avian no se encontrd evidencia de infeccion. En cuanto a los posibles medios de
transmision de este nuevo virus, se describe a las aves acudticas migratorias como
importantes diseminadores en el ambiente. De éstas, las m&s relevantes serian los salteadores
(Stercorarius spp.), que depredan pingliinos y que estan en contacto directo con éstos. En el
caso del virus de Newcastle (NDV), las personas son su principal riesgo de transmision.
Mucho queda por descifrar en cuanto a su forma de transmision. En conclusion, la hipdtesis
resulté ser verdadera debido a que se encontrd evidencia de infeccidn en las tres especies
estudiadas. Esta investigacion crea nuevas interrogantes, seria interesante descifrar la
temperatura minima a la que AVA 19 permanece infectivo, quizas las bajas temperaturas
beneficien a este virus envuelto. Este es el primer trabajo donde se investiga la
seroprevalencia de Avian avulavirus 19, futuros trabajos son necesarios para entender mejor

la dindmica infecciosa de estos nuevos agentes.

Palabras claves: Avian Avulavirus 19, APMV, Antértica, pingliinos Pygoscelis.
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ABSTRACT

The Avian avulavirus 19 (APMV) is a paramyxovirus discovered and isolated in 2017 from
Gentoo penguins (Pygoscelis papua) sampled in Kopaitic island, Chilean Antarctic territory.
Hemagglutination inhibition (HI) assay were performed in order to measure the presence of
specific antibodies for this virus in three species of Pygoscelis spp. The sera were obtained
from 7 locations; Cape Shirreff, Doumer Island, Biscoe Point, Paradise Bay, Lagotelerie
Island, Ardley Island and Avian Island. A total of 496 samples were tested, 45 (9%) were
positive. Evidence of the virus infection was found on all three species. In the case of Adelie
penguins (P. adeliae) 1 out of 80 (1.25%) were positive; for the Chinstrap penguins (P.
antarctica) 30 out of 206 (14.6%); and finally, for the Gentoo penguins 14 out of 210 (6.7%)
were positive. Overall results indicated that 4 locations were positive (Cape Shirreff, Doumer
Island, Biscoe Point and Paradise Bay). From these sites, three groups with different antibody
concentrations (high, medium and no antibodies) where identified, this was statistically
significant. In the places where a few amounts of sera were obtained, it could only be
performed an estimation of the prevalence. In Biscoe Point it’s > 20%; > 14.5% for Doumer
Island and > 17% in Paradise Bay. On the other hand, in Cape Shirreff, where a bigger amount
of sera where sampled in Chinstrap penguins, a true prevalence of 14.6% were obtained. In
the Ardley, Lagotelerie and Avian Islands no evidence of infection were found. As for the
possible means of transmission of this new virus, it’s described in the literature that migratory
waterfowl are important environment propagators of paramyxoviruses. The most relevant
ones are skuas (Stercorarius spp.), which predate on penguins and are in direct contact with
them. In the case of NDV people are the mains transmission risk. A lot remains unknown as
for this virus transmission. In conclusion, the hypothesis proved positive because serological
evidence was found on all three species. This research brings new questions. It would be
interesting to figure out the minimum temperature in which AVA 19 remains infective, it
may be possible that low temperatures benefit this enveloped virus. This is the first work
where the seroprevalence of Avian avulavirus 19 is researched. Future works are needed to
understand the infectious dynamics of these new agents.

Key words: Avian Avulavirus 19, APMV, Antarctic, Pygoscelis penguins.



INTRODUCCION

El virus mas conocido de la familia Paramyxoviridae que afecta a aves, corresponde al virus
de Newcastle (NDV), una cepa de Avian avulavirus 1 (ICTV, 2016). Esto se debe a que afecta
en gran magnitud a las aves de corral y su control requiere de grandes inversiones econémicas
en vacunas y un estricto control de la bioseguridad (Alexander, 2000). Existian 13 especies
de avulavirus aviares reconocidas oficialmente hasta el afio 2017 (Avian avulavirus del 1 al
13) (ICTV, 2016; Karamendin et al., 2016; Hyun-Jeong et al., 2017). Sin embargo, se
identificaron 3 nuevas especies que se denominaron correlativamente Avian avulavirus 14,
15y 16 (Kuhn et al., 2017; ICTV, 2018). Muchos de estos paramixovirus aviares (APMV)
se han encontrado en aves silvestres (Goraichuk et al., 2017; Bui et al., 2014). Solo Avian
avulavirus 1, 2 y 3 han causado enfermedades significativas (acompafiadas de impacto
econdmico) en la industria avicola (ICTV, 2016).

Ademas, recientemente fueron descritas tres nuevas especies de paramixovirus en pinglinos
de Papua (Pygoscelis papua) en la Isla Kopaitic, los que fueron denominados: Antarctic
penguin virus A, B y C (este ultimo serd nombrado APC). Se realizaron ensayos seroldgicos
y analisis genéticos que probaron que estos virus no tenian antigenicidad cruzada y que por
ende serian especies distintas, que fueron designadas como Avian avulavirus 17, 18 y 19
respectivamente (Kuhn et al., 2017; Neira et al., 2017; ICTV, 2018). Frente a este
descubrimiento es imperativo generar mayor informacién sobre el impacto que podrian tener
estos virus en las distintas poblaciones de pinguinos.

La conservacion de especies silvestres es un tema muy desafiante, debido a las complejas
interacciones entre las distintas especies y el medio en el que se desarrollan. Por esta razon
surge la medicina de la conservacion, como una actividad interdisciplinaria que provee de un
marco de estudio de las conexiones entre la salud del planeta y la salud de todas las especies.
Estas interacciones son impredecibles, se encuentran en constante cambio y son dificiles de
cuantificar (Aguirre et al., 2002). El estudio de las enfermedades presentes en la fauna
silvestre contribuye no solo a su conservacion, sino también a la salud pablica, debido a que
algunas de estas enfermedades son zoondticas. Es por esta razon que resalta la importancia
del trabajo interdisciplinario. El incremento de los viajes y de la interconectividad global,

permiten que la transmision de enfermedades sobrepase las medidas preventivas de control
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y el cambio de habitat ha llevado a una exposicion a enfermedades sin precedentes (Nara et
al., 2008).

Este trabajo se centra en evaluar evidencia serologica de la nueva especie Avian avulavirus
19 en tres especies de pinguinos pertenecientes al género Pygoscelis presentes en islas
antarticas, siempre intentando enfocarlo desde la perspectiva de la medicina de la
conservacion, para poder evaluar posibles fuentes de infeccion, diseminacion del virus y
también su capacidad de permanecer en el ambiente. Este enfoque nos permite abarcar el
problema de forma integral, evaluando diferentes aristas.

También se relacionaron los resultados obtenidos mediante un mapa que permite orientar
posibles relaciones entre las poblaciones infectadas. Los objetos del estudio son: pingiino

Papua (P. papua), pingtiino de Adelia (P. adeliae) y pingiino de barbijo (P. antarctica).



REVISION BIBLIOGRAFICA

GENERALIDADES

La especie Avian avulavirus 19, con su cepa prototipo virus C de pingiino Antartico (APC),
pertenece al orden Mononegavirales, a la familia Paramyxoviridae y al género Avulavirus
Los paramixovirus corresponden a virus RNA de una hebra de sentido negativo, de un
tamafo aproximado de 15.000 nucle6tidos conformando un genoma organizado en 6 genes
(Figura 1) (Zohari y Munir, 2013).

a)
by EE-I2-TTE-OIE-TEU T~

Figura 1
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a) Organizacion genética del virus de referencia (NDV) y b) del Avian avulavirus 19.

Los paramixovirus son virus envueltos, es decir, poseen envoltura (bicapa lipidica) que
obtienen de su célula blanco y realizan toda su replicacién en el citoplasma (ICTV, 2016;
Maclachlan et al., 2017). Poseen dos glicoproteinas de su superficie: 1) proteina de fusion
(F) que permite el ingreso a la célula y 2) hemaglutinina-neuroaminidasa (HN) que media la
unién celular y permite que el virus hemaglutine glébulos rojos, actividad esencial para el
desarrollo de esta investigacion. HN también facilita la salida de los nuevos viriones desde
la célula blanco. Las otras glicoproteinas corresponden a 3) fosfoproteina (P), que es un
cofactor de la RNA polimerasa viral que encapsula el RNA durante la replicacion; 4)
polimerasa grande (L) que corresponde a una subunidad esencial de la RNA polimerasa viral
cuya funcion es catalizar la sintesis de RNA viral; 5) proteina de matriz (M), asociada a
proteinas citoplasmaticas tanto de la bicapa lipidica como de la nucleocéapside y es la
principal organizadora del ensamblaje y de la gemacion viral posterior; dentro del virus se
encuentran 6) la nucleoproteina (N) cuya funcion es recubrir el material genético viral y
otorgarle su forma helicoidal, lo que se cree brinda proteccion de una posible digestion por
nucleasas, también minimiza el alineamiento de un RNA mensajero a su hebra

complementaria y provee de sitios de union para el ensamblaje de la nucleocapside de los



nuevos viriones. Estas seis proteinas conforman la estructura viral de los integrantes de la

familia Paramyxoviridae (Figura 2) (Knipe y Howley, 2013; Maclachlan et al., 2017).

F Fuann protein HN Hemagglutinin-
/ neuraminidase

Matrix
protein

Lipid
bilayer L Large polymerase
RNP<{ N Nucleocapsid
P Phosphoprotein

Figura 2: Diagrama de un paramixovirus donde se observan las proteinas enumeradas
anteriormente. La hebra negativa de RNA se encuentra dentro del virus, rodeada de la
nucleocapside (N), junto a ésta se encuentran las proteinas L y P (obtenido de Knipe y
Howley, 2013 pp 959, adaptacion).

Entre los paramixovirus reconocidos a la fecha se encuentran los Avian avulavirus del 1 al
16 (ICTV, 2016; Kuhn et al., 2017; ICTV, 2018). Ademas, debemos agregar las cepas
encontradas por Neira, et al., en el 2017, cuyas cepas se denominaron Antarctic penguin virus
A, B y C, los que posteriormente fueron designados de forma definitiva como Avian
avulavirus 17, 18 y 19, respectivamente (Kuhn et al., 2017; ICTV, 2018). En el anexo 1 se
puede observar un arbol filogenético bayesiano realizado por Neira et al., (2017) en el que

se demuestra que los virus encontrados son genéticamente diferentes a los ya descritos.

TRANSMISION

Debido a que el Avian avulavirus 19 es una especie recientemente descrita, poco se sabe al
respecto de cuales serian sus medios de transmision y las especies a las que afectaria. Para
esto, es importante determinar en qué lugares se desplazan las poblaciones de pingiinos en
estudio y con quienes interaccionan, ademas de comprender los mecanismos de transmision
de las otras especies de avulavirus aviares, que nos podrian dar indicios de las formas de
transmision de este virus. Esto Gltimo tiene una cierta complejidad asociada, debido a que
incluso en el caso del virus de Newcastle (NDV), sin duda el méas estudiado de los
paramixovirus aviares, existe un desconocimiento sobre su epidemiologia y posibles
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reservorios en lugares tan distantes como la Antartica. Por lo anterior, se requiere mayor
conocimiento sobre las cepas que se encuentran en estas aves silvestres, debido a que podrian
evolucionar en otras y ser diseminadas a otros territorios (Thomazelli et al., 2010).

Pocos estudios se han realizado respecto de la presencia de paramixovirus en el orden
Charadriiformes, sin embargo, se han logrado aislar avulavirus aviares correspondientes a las
especies 1, 4 y 6 (Hlinak et al., 2006). Este orden es muy importante debido a que son aves
que anidan en Sudamérica y que crian en el Artico, por ende, altamente migratorias (Clark et
al., 1993; Coffee et al., 2010). Las aves acuaticas migrantes estan descritas como vectores de
importancia para la diseminacion en la naturaleza de los paramixovirus (Fornells et al.,
2012). Dentro de las familias de aves que migran desde el norte hasta la Antértica se
encuentran Phalacrocoracidae, Procellaridae y Sternidae (Thomazelli et al., 2010) los dos
ultimos pertenecen al orden Charadriiformes. Farley et al., (2001) realiz6 un estudio
serolégico en cormoranes, los que pertenecen al primer grupo, de los cuales un 47% poseian
anticuerpos para el NDV.

Una de las aves que se cree que son de mayor importancia para la diseminacion de estos virus
entre la Antartica y regiones templadas son los salteadores o skdas (Stercorarius spp.), debido
a sus conductas alimentarias. Estos ingieren animales muertos, depredan pichones y huevos
de pinglinos, y debido a este contacto directo podrian adquirir la infeccion (Austin y
Webster, 1993; Davis y Miller, 1992; Thomazelli et al., 2010). Ademas, se han encontrado
anticuerpos contra influenza y paramixovirus en un salteador polar (Stercorarius
maccormicki) y en pingiinos de Adelia localizados en el Mar de Ross, aproximadamente
2.500 km de la Antartica chilena (Pearce y Wilson, 2003).

En el caso del NDV, el mayor riesgo de transmision ocurre a través de la actividad humana,
ya sea por transferencia mecanica o fomites (material, equipo, vestimenta, zapatos u otros
elementos contaminados). La comercializacion de aves y sus productos fueron
fundamentales en la diseminacion del virus desde los paises infectados, pero esto va en
retroceso debido a la implementacion de cuarentenas y ensayos diagnosticos.

Por otra parte, el trafico ilegal sigue siendo un grave problema a nivel mundial, presentando
un riesgo para la diseminacion de cepas virulentas de Newcastle. Se describe que la
transmision debida al movimiento de aves silvestres es mucho menos comun (Maclachlan et
al., 2017)



En el anexo 2 podemos encontrar un diagrama que resume las posibles formas de

diseminacion del Avian avulavirus 19.

ESPECIES DE PINGUINOS RESIDENTES DE LA ANTARTICA

Pinguino Papua (P. papua): Vive en mares Antarticos y evita zonas de mar congelado. En
el Archipiéelago de Tierra del Fuego se puede encontrar en bocas de estrechos. Es pelégico
en canales e islas australes. Mide entre 76-80 cm de largo, posee una banda blanca que une
los ojos pasando por sobre la corona y un pico rojo. Come peces pequefios. Vive en colonias
distantes de la playa a las que vuelve anualmente con leves cambios. Es un excelente
buceador de profundidad (Martinez y Gonzélez, 2004; Couve et al., 2016).

Pinglino de Adelia (P. adeliae): Exclusivo de aguas Antarticas. Es pelagico, pero nidifica
en islas. Mide 71 cm de largo, es el mas pequefio de los que viven en la Antartica. Se mueve
en grupos, es territorial y agresivo. Deben recorrer grandes distancias para llegar a sus sitios
de nidificacion. Salta varios metros fuera del agua, puede descansar sobre témpanos
(Martinez y Gonzélez, 2004; Couve et al., 2016).

Pingilino de barbijo (P. antarctica): Su distribucion es estrictamente Antartica. Su hébitat
es pelagico. Realiza sus nidos a mayor altura, en comparacion a otros pinglinos. Se interna
accidentalmente en aguas fueguinas como el Canal Beagle. Posee una altura de 76 cm, lo
caracteriza una delgada linea negra que inicia detras de los ojos y rodea la garganta. Es
gregario y muy agresivo con otros pinguinos (Martinez y Gonzalez, 2004; Couve et al.,
2016).

Otras especies de pinguiiinos que también habitan la Antértica incluyen a: pinglino rey
(Aptenodytes patagonicus), pingiiino emperador (Aptenodytes forsteri), pinguiino Macaroni
(Eudyptes chrysolophus) (Couve et al., 2016; Martinez y Gonzalez, 2004), pero estos no
seran descritos debido a que no se encontraron en los sitios de muestreo. Otras especies de

aves y mamiferos del territorio Antartico se encuentran en el anexo 3.

Esta investigacion es relevante y actual, dado que es el primer trabajo en donde se investiga

la seroprevalencia de Avian avulavirus 19.



HIPOTESIS
Los pinguinos Pygocelis spp. de diferentes lugares de la Antartica, presentan infeccion por

Avian avulavirus 19.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la infeccién de Avian avulavirus 19 en diferentes especies de pingtino, en el

Territorio Antartico Chileno.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la infeccion de Avian Avulavirus 19 en 3 especies de pinguinos del género
Pygoscelis (P. papua, P. adeliae y P. antarctica) presentes en 7 localidades del
Territorio Antértico Chileno.
2. Comparar resultados de acuerdo con lugar y especie.



MATERIALES Y METODOS

Obtencidn y procesamiento de muestras

Las muestras fueron obtenidas a traves del proyecto de investigacion INACH 46-16. Durante
los meses de enero y febrero del afio 2017, se realizé la toma de muestras sanguineas y
ambientales en diferentes sitios (Fig. 3, Cuadro 1). La puncion se realizo en la vena digital
plantar comdn. Luego estas muestras sanguineas fueron centrifugadas a 3.000 revoluciones

por minuto (R.P.M.) para obtener los sueros.

Figura 3: Mapa de la peninsula Antartica donde se indica la ubicacion de los sitios de
muestreo, junto con la cantidad de muestras obtenidas.

Ubicacion N° de sueros
Bahia Paraiso, Base Gabriel Gonzéalez Videla (GGV) 17
Isla Doumer, Base Yelcho 20
Punta Biscoe (Isla Anvers) 14
Avian Island 39
Isla Lagotelerie 27
Cabo Shirreff 251
Isla Ardley 128
Total 496

Cuadro 1: Ubicaciones que formaron parte del muestreo y cantidad de muestras de suero

que finalmente formaron parte del andlisis seroldgico realizado en esta investigacion.
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Es importante recalcar que el lugar de estudio se encuentra protegido por el Tratado Antartico
(Chile Min. RREE, 1962), el cual fue suscrito en Washington, EE. UU., el 1 de diciembre de
1959, en el anexo 4 se encuentra el listado de los Estados que forman parte de este Tratado.
En él se crean las zonas Antarticas especialmente protegidas (ZAEP, en inglés ASPA), lo
que implica que se debe requerir un permiso especial para cualquier tipo de investigacion
cientifica en el area. Los certificados de bioseguridad y bioética se encuentran en el anexo 5.

Inactivacion de suero

Se realizo el protocolo de acuerdo con Direksin et al., 2002 que se inicia agregando 100 pL
de muestra en tubos de ensayo de 5 mL, se coloca una muestra en cada tubo y se incuban a
56°C por 30 minutos. Luego se agregaron 600 pL de caolin (silicato de aluminio hidratado)
al 25% en BBS. El protocolo de preparacion de BBS se encuentra en el anexo 6. Luego, se
agita brevemente y se incuba por 30 minutos a temperatura ambiente. Este procedimiento
elimina posibles agentes naturales inespecificos que inhiben la hemaglutinacién. Luego se
centrifugo6 a 3.000 R.P.M por 20 minutos, lo que precipita el caolin. Posteriormente se agrego
600 pL de sangre entera de pavo al 20% diluida en Buffer fosfato salino (PBS). Se incub6
durante 120 minutos a temperatura ambiente y nuevamente se centrifuga por 20 minutos a
3.000 R.P.M., para precipitar los glébulos rojos. Se considera que el suero esta en una
dilucion de 1:10.

Prueba de hemaglutinacion (HA)

Esta prueba permite la titulacion viral del aislado propagado de Avian avulavirus 19. Consiste
en usar la actividad hemaglutinante del virus contenida en la proteina hemaglutinina-
neuroaminidasa (HN). Brevemente, en una placa de 96 pocillos en fondo V, se realizaron
diluciones seriadas de las muestras en base 2, las que luego se mezclaron con 50 pL de
eritrocitos de pavo al 0.5% (diluido en PBS). Luego de 45 minutos de incubacion, la placa se
analizo en busca de actividad hemaglutinante (Figura 4). El titulo del virus es el reciproco de
la ultima dilucién en la cual se observa hemaglutinacién. El titulo viral es expresado en
unidades hemaglutinantes cada 50 pL (UHA/50 pL) (Knipe y Howley, 2013).
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Figura 4: Se observan los resultados obtenidos
en la prueba de HA. Los pocillos de un rojo
difuso corresponden a los positivos y los que
tienen un punto rojo en el fondo, que al inclinar
la placa escurren, corresponden a los negativos
(imagen obtenida en Del Rio, 2017).

Técnica de inhibicion de la hemaglutinacion (HI)

Es una prueba que se utiliza para realizar identificacion de anticuerpos de virus que tienen
actividad hemaglutinante. En el caso de los paramixovirus aviares, la hemaglutinacion es
producto de la unién de la proteina hemaglutinina-neuroaminidasa (HN) a los eritrocitos de
pavo. La inhibicion de la hemaglutinacion se produce en animales que generaron anticuerpos
contra la proteina HN, ya que estos inhiben la union de la proteina a los eritrocitos. Esta
prueba es de caracter cuantitativo, ya que permite detectar y estimar la cantidad de
anticuerpos especificos (en el caso de que estén presentes) en suero, plasma o yema de huevo.
Para la realizacién de esta prueba primero se diluye el suero problema en base 2 en una placa
de 96 pocillos con fondo V, en un volumen de 25 pL. Luego se deposita en cada pocillo 25
pL de virus en una concentracion de 80 UHA, incubandose por 45 minutos a temperatura
ambiente. El detalle de la propagacion del virus se encuentra en el anexo 7. En esta etapa los
anticuerpos se unen al antigeno del virus, si es reconocido, es decir, si poseen una unién
antigénica. Luego se agregan los globulos rojos (50 ul de sangre de pavo al 0,5%), con el fin
de evidenciar si existen virus libres de la unidon con los anticuerpos. Los anticuerpos
especificos bloquean la unién del virus al glébulo rojo, por ende, bloguea la hemaglutinacion.
Los resultados son positivos cuando se observa al fondo de la placa un punto rojo precipitado,
en cambio los negativos se ven de un rojo homogéneo. Por lo que los resultados se observan
de la misma forma que en la figura 4, pero se interpretan a la inversa. Al inclinar la placa,
los positivos escurren, lo que no ocurre con los negativos. El titulo del suero es igual al
reciproco de la mayor dilucién que produce una completa inhibicion de la hemaglutinacion
(Spackman, 2014). Es procedente indicar que se consideraron como positivos los sueros en

los cuales se obtuvo un titulo > 40 UHA/50 pL. Cada analisis se hizo en duplicado.
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Analisis estadistico y presentacion de resultados

En los sitios donde se obtuvieron escasas muestras, se pudo aproximar (segin el nimero de
muestras) cual es la prevalencia minima por especie que hay en ese sitio detectando al menos
un individuo positivo, esto se resume en la Cuadro 2. Esto se debe a las dificultades
metodologicas que implica un muestreo en la Antértica. Para realizar este calculo, se asume
que la prueba es imperfecta. Este analisis se realizo en el programa Epitools de Ausvet
(Sergeant, 2017).

Sitio de muestreo Especie Muestras para HI | Nivel de deteccién > a:
Avian Island P. adeliae 39 7,5%
Gabriel Gonzalez V. P. papua 17 17%
I. Doumer (Yelcho) P. papua 20 14,5%
Punta Biscoe (I. Anvers) P. adeliae 14 20%
I. Lagotelerie P. adeliae 27 10,8%

Cuadro 2: Muestras utilizadas en Hl y el nivel de prevalencia minima aproximada en el

caso de detectar un individuo positivo en las diferentes poblaciones.

En el caso de Shirreff, con una poblacion estimada de 8052 individuos, si se realiza el calculo
basado en una distribucién binomial, se debe seleccionar una muestra con al menos 190
individuos (en esta ocasion se muestrearon 206 barbijo) para calcular una proporcion
estimada del 50% con un nivel de confianza del 99,5% y una amplitud del intervalo de
confianza igual al doble del error aceptado (20%). En el caso de Ardley, con una poblacién
de 10.000 individuos se requeririan 121 individuos como minimo (se muestrearon 128) para
lograr una significancia estadistica del 97,5% con el mismo nivel de error. En el caso de
ambos calculos se asume un muestreo aleatorio y un diagnostico perfecto. Para estos analisis,

se utilizo6 el programa Working in Epidemiology (WINEPI, 2006).

Los resultados de HI fueron visualizados a través de gréaficos y Cuadros, usando como
criterio, la ubicacion de muestreo y la especie muestreada. Los resultados fueron analizados
usando Cuadros de contingencia, comparando lugares y especies. Para realizar estos calculos

se utilizo el programa GraphPad Prism 6.
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RESULTADOS

De un total de 496 muestras procesadas solo 45 resultaron positivas (9%). De las tres especies
de pinguino incluidas, en todas ellas se encontrd al menos un espécimen positivo. En el caso
de pingiino de Adelia 1 de 80 (1,25%) fue positivo, de los pinglinos de barbijo 30 de 206
(14,6%), y de los pinguinos de Papua 14 de 210 (6,7%) (Fig. 5).

Resultados generales por especie
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Pygoscelis spp.

Figura 5: Gréafico de resultados generales por especie. Se debe explicar que tanto
los titulos de <10 y 10 se representaron con titulo 1 de HI/10, para graficarlos
con mayor facilidad, esto no altera los resultados ya que ambos valores son
negativos.

De los 7 sitios que formaron parte de este estudio, las Islas Ardley, Avian y Lagotelerie
resultaron negativas. En la primera se tomaron muestras de pingiinos de Papua, mientras que
en las otras dos, de pinguino de Adelia. En Punta Biscoe se analizaron 14 muestras de
pinglino de Adelia obteniéndose solo 1 positivo (7,1%). En Isla Doumer, de 20 muestras
procesadas de Papua, tan solo 2 muestras resultaron positivas (10%). Por su parte, las
muestras de pinglinos de Papua obtenidas en las colonias situadas en la Base Gabriel
Gonzaélez Videla, Bahia paraiso 9 de 17 (52,9%) fueron positivas, encontrandose en este lugar
la mayor proporcién de animales positivos. Finalmente, en el Cabo Shirreff, Isla Livingston
33 de 251 (13,1%) muestras resultaron positivas (Figura 6). Los sitios de muestreo y la

proporcion de animales positivos/total se ilustran en la figura 7.
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Resultados totales
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Figura 6
Resultados individuales por locacion. Las letras a, b y ¢ indican el grupo
estadistico al que pertenece cada sitio.

Figura 7
Resultados de acuerdo con el mapa de muestreo y proporcion de animales
positivos/total.
Debido al gran nimero de muestras y a la presencia de dos especies de pingtinos, el Cabo
Shirreff se analizé en detalle. Del total de muestras 46 que fueron obtenidas en pinguino de
Papua, hubieron 3 positivas (6,5%); por otra parte, se obtuvieron 201 muestras de barbijo con

28 positivas (13,9%) (Figura 8).
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Resultados de Cabo Shirref
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Figura 8
Resultados del cabo Shirref.
En detalle, solo se obtuvo 1 pinguino de Adelia positivo, este fue muestreado en Punta
Biscoe, que a su vez fue el Gnico resultado positivo de este lugar, con un titulo de 40 UHA/50
pL. En cuanto a los pinguinos de barbijo, se obtuvieron 28 sueros positivos de 206, todos
provenientes del Cabo Shirreff. Por altimo, 12 sueros de Papua resultaron positivos,
obtenidos de Bahia Paraiso (7), I. Doumer (2) y Shirreff (3).

Con estos resultados y con las estimaciones previamente establecidas para las localidades en
las que se obtuvieron una menor cantidad de muestras, podemos estimar una prevalencia de
al menos un 20% en Punta Biscoe; mayor o igual 14,5% para la Isla Doumer; mientras que
en Bahia Paraiso la prevalencia debe ser mayor al 17% (que a su vez fueron las mayores
concentraciones de anticuerpos obtenidas en la investigacion). En los sitios donde se
obtuvieron resultados negativos la prevalencia debe ser menor al 7,5% para Avian Island y
menor al 10,8% para Lagotelerie. En el caso del Cabo Shirref, donde se obtuvo una mayor
cantidad de muestras de pingiinos de barbijo, se pudo establecer una prevalencia verdadera
del 14,6% con 30 positivos de 206 con un nivel de confianza del 99,5%. En la Isla Ardley,
también se obtuvo una gran cantidad de muestras, como para realizar una prevalencia

estadisticamente significativa, pero no se encontrd evidencia de infeccion.
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Figura 9: Ubicacion de Kopaitic y resultados de forma resumida. Los puntos
rojos son sitios con evidencia de infeccion y los verdes sin evidencia.

Anadlisis estadistico

Como parte de este este analisis, se presenta a continuacion una Cuadro de resumen de los
valores obtenidos en el HI por sitio muestreado (Cuadro 3). También para este analisis se

consideraron los valores de <10 como 10.

Para la realizacién del analisis de varianza (ANOVA) se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis,
que permite la comparacién de datos no paramétricos, como los de esta investigacion. Este

test, permite establecer diferencias estadisticas entre los promedios obtenidos por sitio.

Luego, para establecer donde se encuentran estas diferencias, se realizan comparaciones

multiples a través del test de Dunn que se presentan en la Cuadro 4.

Sitio Promedio = Desviacion estandar  Minimo  Maximo  Conteo
Ardley 10,23 1,76 10 20 128
Isla Avian 10,00 0 10 10 39
Lagotelerie 10,37 1,92 10 20 27
Punta Biscoe 17,14 8,25 10 40 14
Cabo Shirref 17,13 19,19 10 160 251
Isla Doumer 19,00 33,85 10 160 20
(Yelcho)

Bahia Paraiso (GGV) 76,47 100,37 10 320 17
Total 16,53 26,41 10 320 496
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Cuadro 3
Resumen de los valores de HA obtenidos por sitio.

Ardley | Lagotelerie | Doumer | Shirreff | Avian Biscoe

P<0,0001 P<0,0001 P>0,9999 P<0,0001 P<0,0001 P>0,9999

P>0,9999 P=0,0009 | P=0,0004 | P>0,9999 P<0,0001

Lagotelerie P=00018 | P=0,6784 | P>0,9999 | P<0,0001

P=0,0120 | P=0,0009 | P>0,9999

Doumer

Shirreff

P=0,0377 | P=0,0004

P<0,0001

Biscoe

Cuadro 4
Comparaciones multiples realizadas con test de Dunn. Se indica el valor de P, en negrita se
observan los valores que son estadisticamente significativos (<0,05).

A través de este analisis, se pudieron reconocer tres grupos estadisticos como se observa en
la figura 6. En el grupo A, se encuentran Gabriel Gonzéalez Videla, Doumer y Punta Biscoe;
en el grupo B se encuentra Cabo Shirreff y en el C Ardley y Avian Island. Lagotelerie se
comporta como mixto BC. Entonces, en A se encontrarian los con mayor concentracion de

anticuerpos, en C los con menor concentracion y B serian intermedios.

Por otro lado, se realizé una prueba de Chi cuadrado para ver las diferencias estadisticas que
posiblemente existen en las dos especies de pinglinos presentes en el Cabo Shirreff. En El
analisis se obtuvo un valor de p=0,15 lo cual indica que no existen diferencias estadisticas
entre ambas especies en este lugar, lo que indicaria que el virus tendria una afinidad similar
en ambas especies, al menos en Shirreff. Este célculo se realizd a través de Social Science

Statistics, 2018. Los datos ingresados se muestran en la Cuadro 5.

Especies en Shirreff Positivos | Negativos Total fila

Papla 3 42 45

barbijo 30 176 206

Total columna 33 218 251 (Total muestras)
Cuadro 5

Chi cuadrado realizado con datos de Shirreff
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DISCUSION

La Antartica pareciera ser un lugar pristino y lejano, pero el incremento en la
interconectividad global, el aumento de los viajes y las personas que visitan regiones polares
podrian resultar en la introduccion de patégenos de forma involuntaria (Nara et al., 2008;
Thomazelli et al., 2010). Este es el caso del NDV (presente en la Antartica (Thomazelli et
al., 2010)), dado que el mayor responsable de su transmision es el humano, ya sea por
transferencia mecanica o fémites (Maclachlan et al., 2017). A esto se debe sumar los efectos
que pudiese tener el cambio climético al alterar los patrones migratorios de los animales, lo
que podria resultar en introduccion de vectores y diseminacion de enfermedades a nuevos

lugares (Thomazelli et al., 2010).

Hay mucho aun que desconocemos sobre el rol ecosistémico de los virus de la Antartica.
Dado que el Avian avulavirus 19 fue recientemente descubierto en isla Kopaitic (base
O’Higgins) (Neira et al., 2017), se desconoce si es patdgeno o no, aunque todos los animales

que formaron parte del muestreo se encontraron sin signos clinicos.

En la Figura 9 se puede observar la ubicacion de la Isla Kopaitic y los resultados de esta
investigacion de forma resumida. Se puede observar que se obtuvieron resultados negativos
en la parte sur del territorio, mientras que en la parte centro norte del mapa se encuentran los
resultados positivos, a excepcion de Ardley. Es importante recalcar que la mayoria de los
pinglinos muestreados en Ardley son juveniles previos a su primer forrajeo en el mar
(130/156), dada su corta edad tienen menor probabilidad de encuentro con patégenos, por lo
gue no son buenos sujetos de estudio. Se requeriria tomar mas muestras de adultos para

descartar completamente la infeccién en el sitio.

En cuanto a las distancias de los sitios de muestreo hasta Kopaitic, la mas cercana es Ardley
(145 km), luego vienen Bahia Paraiso (288 km), Isla Doumer (326 km) y Biscoe (328 km),
y las més lejanas son Lagotelerie (671 km) y Avian Island (718 km). Estas mediciones se

realizaron a través de Google Earth.

En cuanto a los resultados obtenidos, cabe recalcar que en Bahia Paraiso e Isla Doumer son
los lugares de mayor interaccion de los pingliinos con los humanos, ambos se encuentran

relativamente cerca y se encuentran en la zona media del continente Antartico, zona que
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destaca por sus resultados positivos (Fig. 9). Estos dos sitios se encuentran entre los 3 lugares
con mayor concentracion de anticuerpos (junto con Shirref) (Fig. 6). Cabe preguntarse el
porqué de esta situacion, y quizas se deba a que estos individuos tuvieron una infeccion mas

reciente en comparacion a los otros.

También seria importante analizar por qué se encuentran negativos los puntos al sur del
continente, puede ser porque éstos se encuentran lejanos a los sitios de infeccion, o podria
deberse también a aspectos climéticos (fig. 9). Se desconoce la temperatura minima a la que
los paramixovirus siguen infectivos, pero si se sabe que se puede aislar NDV desde carcasas
enterradas por hasta 121 dias, y en el caso de carcasas congeladas (que podria ser el caso de
la Antéartica) por mas de 730 dias (Pirtle y Beran, 1991).

Es interesante saber cual es la movilidad de los pingiinos y si estos tienen contacto entre si,
ya que cabe la posibilidad de que sean ellos los diseminadores de este virus en los territorios
Antérticos y Subantarticos. Los pygoscelidos comparten similitudes en su distribucion
geogréfica (en general, evitan zonas de mar congelado) y tienen preferencia por los mismos
sitios de anidacion (playas y laderas rocosas; Couve et al., 2016) por lo que existe
probabilidad de contagio en tierra. En el mar poseen habilidades equivalentes, la distancia
recorrida y la velocidad de nado es muy similar entre estas especies: de 15-45 kms y 7-8
kms/H respectivamente (Wilson et al., 1989). Pero estos pinguinos poseen diferencias tanto
en el tiempo de crianza, en las conductas de forrajeo y en sus tacticas de vida, lo que produce
una segregacion ecologica. Se sabe también que los Pygoscelis spp. son mas eficientes
forrajeando a distintas profundidades. Por lo que al integrar este y otro pardmetros (area de
superposicién y superposicion de periodos de forrajeo) se concluyd que existe una minima
superposicién y que los pinglinos buscan explotar diferentes nichos, pero que finalmente
esto no siempre resultaria en una reduccion de la competencia si existe una alta movilidad
del krill (Wilson, 2010). Sin embargo, Trivelpiece et al., (1987) describen que no se encontro
evidencia de que el nicho de las tres especies se hubiera visto comprometido por competencia
alimentaria, por lo que la probabilidad de encuentro en el mar seria menor. En cuanto a la
época de migracién, en orden decreciente de distancias recorridas segun la literatura, estarian
en primer lugar los pingtinos de Adelia realizando migraciones de no menos de 5.000 kms

(Davis et al., 1996), luego los barbijos, que en un estudio de telemetria ejecutado en una
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misma colonia, observaron que 2 de los 6 pinguinos estudiados realizaron migraciones de
800 y 1.500 kms de distancia, se estipuld que las diferencias se deberian a distintas
poblaciones de origen (Trivelpiece et al., 2007); Y por ultimo, se encontrarian los Papua con

la maxima distancia registrada durante el invierno de 268 km (Wilson et al., 1998).

Por otra parte, se sabe que las aves acuaticas migrantes son importantes diseminadores de los
paramixovirus en el ambiente (Fornells et al., 2012). Dentro de las familias relevantes se
encuentran Procellariidae, Phalacrocoracidae, Sternidae y Stercoraciidae (Thomazelli et al.,
2010). De estos, los salteadores serian los méas relevantes, debido al contacto directo de
depredacion que tienen sobre los huevos y pichones de pinguinos (Austin y Webster, 1993;
Davis y Miller, 1992; Thomazelli et al., 2010). Por ende, seria relevante continuar realizando
estudios de la presencia de este y otros virus en estas familias de aves. En el anexo 2, se

observan posibles formas de transmision, de acuerdo con lo ya mencionado.

Una limitacion que se deberia considerar sobre este trabajo es la poca cantidad de muestras
obtenidas en la mayoria de los sitios (exceptuando Shirreff y Ardley). Esto se debe
principalmente a la dificultad asociada a realizar investigacion en la Antartica, dado que en
algunos sitios los investigadores solo poseian de un par de horas para realizar la toma de

muestras.

21



CONCLUSIONES

La hipdtesis de esta investigacion resultd verdadera, pues los pingliinos presentes en 4/7 sitios

mostraron evidencia de infeccién contra Avian avulavirus 19.

Para la mejor comprension de los resultados, el territorio muestreado se dividio en tres zonas:
norte, centro y sur. En la zona norte, solo el Cabo Shirref resulté positivo, en la zona centro
(que incluye 3 sitios de muestreo) se obtuvo fuerte evidencia seroldgica, mientras que la zona

sur no presento evidencia serolégica de infeccion.

En cuanto a los resultados por especie, los Papla obtuvieron la mayor concentracion de
anticuerpos con 32 UHA/10. Pero los que obtuvieron una mayor proporcion de positivos
fueron los de barbijo con un 14,6% (versus el 6,7% de Papua). Finalmente, los de Adelia
obtuvieron una proporcién de positivos intermedia (9%), pero fueron muestreados en una

menor cantidad en relacion con las especies anteriores.

En cuanto al andlisis estadistico de los sitios muestreados, se lograron identificar tres grupos.
Estos se encuentran en orden alfabético de mayor a menor concentracion de anticuerpos. En
el grupo A: Bahia Paraiso, Isla Doumer y Punta Biscoe. En el grupo B: Cabo Shirreff. En el

C: Ardley y Avian Island. Lagotelerie se comporta como By C.

Seria interesante que a futuro se realicen estudios en donde se determine la minima
temperatura en la que se encuentra infectivo el AVA 19, dado que las bajas temperaturas
podrian beneficiar a este virus envuelto. Esta informacion podria ayudar a determinar el
riesgo de trasmision del virus entre distintos ambientes. Ademas, ain queda mucho por
descifrar en cuanto a la trasmision de este virus recientemente descubierto. Finalmente,
tampoco se sabe si este es un agente patégeno o no, lo que es relevante para determinar el

posible impacto que tendria en la conservacion de éstas y otras especies blanco.
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Anexo 1: Arbol filogenético bayesiano
Se estudiaron 82 avulavirus, en el que se incluyeron las tres nuevas especies descubiertas
(APV A, By C en naranjo). Este analisis incluyo las proteinas N, P, M, F, HN, L
concatenadas. La barra de escala indica la sustitucion nucleotidica por sitio.
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Anexo 2: Resumen de las posibles formas de diseminacion. Las aves migratorias que
compartan territorio con los pingiinos o éstos mismos son una posible fuente de infeccién y
de diseminacion del virus a otros territorios; también lo son los personas (turistas, cientificos
u otros), que puedan estar actuando como fémites a través de materiales o calzado,
posiblemente moviendo el agente a otros sitios.

Anexo 3: Otras especies presentes en los sitios de muestreo

>
<
D
w

Playero de lomo blanco (Calidris fuscicollis)

Cisne de cuello negro (Cygnus melanocoryphus)
Cormoran Antartico (Phalacrocorax bransfieldensis)
Gaviota dominicana o cocinera (Larus dominicanus)
Gaviotin Antartico (Sterna vittata)

Garza bueyera (Bubulcus ibis)

Gaviota cocinera/dominicana (Larus domincanus)
Golondrina de mar de vientre negro (Fregetta tropica)
Paloma Antéartica (Chionis albus)

Petrel gigante Antartico (Macronectes giganteus)
Petrel damero o moteado (Daption capense)

Petrel de las nieves (Pagodroma nivea)

Pinguino Macaroni (Eudyptes chrysolophus)
Salteador pardo (Stercorarius antarcticus)

Salteador polar (Stercorarius maccormicki)

Mamiferos
e Ballena jorobada (Megaptera novaeangliae)
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Elefante marino del Sur (Mirounga leonina)
Foca de Weddell (Leptonychotes weddellii).
Foca leopardo (Hydrurga leptonyx)

Foca cangrejera (Lobodon carcinophagus)
Lobo fino Antértico (Arctocephalus gazella)

Anexo 4: Paises contratantes del Tratado Antértico. Vigente desde el 23 de junio de 1961.

Paises signatarios:

e Reino Unido e Francia
e Sudéfrica e Nueva Zelandia
e Bélgica e Rusia
e JapoOn e Argentina
e EE.UU. e Australia
e Noruega e Chile
Paises adherentes:
e Polonia e Grecia
e Republica Checa e Corea del Norte
e Eslovaquia e Austria
e Dinamarca e Ecuador
e Paises Bajos e Canada
e Rumania e Colombia
e Brasil e Suiza
e Bulgaria e Guatemala
e Alemania e Ucrania
e Uruguay e Turquia
e Papua Nueva Guinea e Venezuela
e Italia e Estonia
e Peru e Bielorrusia
e Espafa e Monaco Principado
e China e Portugal
e India e Malasia
e Hungria e Pakistan
e Suecia e Kazajistan
e Finlandia e Mongolia
e Cuba e Islandia
e Corea del Sur
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Anexo 5: Certificados de bioseguridad y bioética

7% Universidad de Chile

favet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO N° 113

Santiago, 6 abril, 2018

El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, ha revisado el proyecto INACH 46-16, titulado “"DETERMINACION
DE INFECCION CONTRA Avian avulavirus 19 EN PINGUINOS DEL TERRITORIO
ANTARTICO CHILENO, DURANTE EL ANO 2017”, cuyo Investigador Responsable es el
Dr. Victor Neira M, académico de FAVET.

El proyecto cumple las normas de bioseguridad, las que se encuentran descritas en el
mismo y en el formulario de solicitud de certificados de bioseguridad de FAVET, y que
son las adecuadas segln las especificaciones contenidas en el “Manual de Bioseguridad
en el Laboratorio, de la Organizacién Mundial de la Salud (version 2005)” y en el
“Manual de Bioseguridad de Conicyt” (versién 2008), que previenen los riesgos para las
personas, los animales y el medioambiente.
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PONTIFICIA . )
COMITE ASESOR INSTITUCIONAL DE SEGURIDAD EN

UNIVERSIDAD - . o e
CATOLICA INVESTIGACION DE L.APDNTLFI;IE:.: UNIVERSIDAD CATOLICA DE
DECHILE
INFORME DE EVALUACION
Proyecto:
150430002

Ecologia del virus de influenza aviar en la Antdrtica: el rol de las aves migratorias en la
introduccion del virus influenza en la poblacion de pingiiinos

Institucion Responsable:
Pontificia Universidad Catodlica de Chile

Responsables UC:

1.- Investigador Responsable y Académico Responsable:
Rafael Medina
Profesor Asociado

Facultad de Medicina

Tipo de estudio:

Investigacion

Documentos revisados y aprobadoes por el comité:

Ficha de presentacidn

Protocolo de Seguridad

Protocole Anexo de Seguridad en Salidas a Terreno

Compromiso de los investigadores para ambos protocolos

Proyecto Completo

Certificado que indica el monto asignade para cubrir viajes, seguros durante la
investigacidn

Certificado de Capacitacién en Seguridad

Diagrama de flujo de desecho de residuos quimicos y biolégicos y normativa vigente.
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Fundamentacion de la aprobacidn:

1.- El protocolo contempla salidas a terreno para obtener muestras bioldgicas de origen
animal con el objetive de cuantificar la presencia del virus en 3 especies de pingiiinos
antdrticos ¥ en 5 especies de aves marinas migratorias.

a)

b)

El traslado a Punta Arenas se realizara por via aérea en una linea comercial, desde
ahi se esperard que INACH indique se realizard el viaje al territorio antirtico. En el
caso que se deba esperar por mis de un dia en Punta Arenas los fondos adjudicados
cuentan con

Esta actividad serd realizada en 3 ocasione, una vez por afio, cada una en un plazo de
20 dias con flexibilidad por cambios climiticos.

c) Dentro de las medidas de seguridad que se tomaran se encuentran:

- Enelterrenc se contard con personal calificado que entregue una induccidn de
conductas a seguir en zonas extremas.

- Se contratard un seguro que incluye la cobertura de emergencias en caso de
evacuacidn.

- Se adquirird indumentaria personal térmica y de aislacién, de acuerdo a las
condiciones climaticas adicional a la entregada por INACH (buzos y parkas
aislantes)

- Todos los integrantes del equipo de terrenoc deberdn obtener un certificado
médico aprobado por la INACH antes de partir desde Santiago a Punta Arenas
para participar en la expedicidn. Por tanto, cada miembro que participe se
encontrara en dptimas condiciones de salud antes de comenzar la estadia en la
Antirctica.

- Encaso de emergencia se comunicard inmediatamente al personal de apoyo de
INACH o de la FACH quienes estin encargados de la asistencia a los
investigadores y del traslado a Punta Arenas, en caso de que esto sea necesario
por razones médicas.

- Durante el procedimiento experimental con aves que potencialmente pueden
portar virus de influenza aviar, u otros patdgenos infeccicsos de aves, se
utilizardn siempre guantes y mascarillas como medida de precaucidn.

2.- El protocelo evaluade contempla el uso de quimicos teratogénicos, inflamables y
téxicos como etanel, isopropancl, agarosa, buffer TAE, SYBR Safe, azul de tripdn,
paraformaldehido, ¥ gases como CO2. El trabajo con compuestos quimicos se llevard a
cabo en el Laboratorie de Virologia Molecular del Centre de Investigaciones Médicas de la
Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Este laboratorio
cuenta con elementos de seguridad como campana de extraccion, lava-ojos de emergencia
y ducha de emergencia.

Para el trabajo con compuestos quimicos peligrosos se contemplan medidas de seguridad
necesarias como:

a) Correcta rotulacién de los reactivos quimicos utilizados en la investigacidn, los
cuales contaran con su ficha de seguridad, tendran fecha de vencimiento vigente y
no se almacenardn por mas de 7 anos.

b) Para la manipulacién de los compuestos quimicos se utilizan como elementos de
proteccion personal delantal, guantes, proteccion visual y calzado cerrado.

3.- El protocolo contempla el procesamiento de muestras biologicas de aves presentes en
el territorio antdrtico, especificamente muestras de cloaca y triquea para realizar
diagnoéstico, genotipificacion, aislamiento viral y sangre para diagndstico serolégico.
También se realizarin estudios con virus Influenza A aviar de baja patogenicidad de los
subtipos H1, H4, H6, H8 y H16 aislados desde las muestras obtenidas en terreno.

32



a) Las muestras serdn colectadas en terreno como se describe anteriormente en este
informe.

b) El procesamiento de las muestras se realizard en el Laboratorio de Virclogia
Molecular del Centro de Investigaciones Médicas de la Facultad de Medicina de la
Pontificia Universidad Catdlica. Este laboratorio cuenta con elementos de
seguridad como comeo acceso restringido, sala de toma de microorganismaos, sala
de cultivo, gabinete de bioseguridad, ducha de seguridad y autoclave.

c] Las muestras serdn procesadas en un gabinete de bioseguridad disponible en sala
de cultivo celular del laboratoric nivel 2 de bioseguridad, mientras que para
realizar aislamientos de ciertas cepas virales se trabajard en el Laboratorio de
Bioseguridad 3 del Centro de Investigaciones Médicas de la Facultad de Medicina
de la Pentificia Universidad Catdlica de Chile.

4.- Los residuos producidos en esta investigacién serdn eliminados en un contenedor
plastico con cloro, que se retirard diariamente, de acuerdo a la normativa establecidas
para el Centro de Investigaciones Médicas

Resolucion del Comité:

En sesidn extraordinaria del Comité Asesor Institucional de Seguridad se ha determinado
la Aprobacion de este protocolo.

Esta aprobacién tiene vigencia de 1 afic a contar de la fecha de emisién del presente
informe.

En la eventualidad de incorporar modificaciones a los procedimientos especificados en el
protocolo aprobado, el investigador deberd notificarlo al comité para la emision de una
nueva carta de aprobacidn.

Los Responsables UC se comprometen a dar fiel cumplimiento al protocele aprebado.

Le saluda atentamente,

f 1/

. e .
-1 Ltavr |
] '.".i{.f d/# L«t., sl
Dra. AND_RE&_I.EISE‘W.ITZ V.PhD
Presidente Comité Asesor Institucienal de Seguridad en Investigacion

Pontificia Universidad Catclica de Chile.

Santiago, 09 de septiembre de 2015
Protocolos: 150430002
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PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE

ACTA DE APROBACION ETICA DEL COMITE ETICO CIENTIFICO EN GUIDADO DE AMIMALES
AMBIENTE Y SEGURIDAD DE LA INVESTIGACION

Miembros del Comité Etico Cientifico
Dra. Gloria Valdés
Medico Cinujano. Presidenta CEC. Facultad de Medicing PUC.
Dr. Ricardo Moreno
Bisloge. Vicepresidente CEC. Profesor Asociado Faculfad de Cs Biologicas. PUC
M.Sc. Ana Maria Salas Rossett
Medice Veferinara. Secrefaria Ejecutiva CEG.
Dra. Susan Bueno
Tecndloga Medica. Profesor Asociade. Faculiad de Cs Biologicas. PUC.
Dra. Jessica Gimpel
Medlico Veterinaria. Encangada Bioferio Gl
Dra. Dolores Busso
Bidloga. Profesor Asistente Facultad de Medizing
Dr. Waldo Cerpa
Bioquimico. Profesor Asistents. Facultad de Gs Biokgicas. PUG.
M_5c. Micaela Ricca
Encargada Bictero. Faculad de Cs Bioldgicas. PUG.
Dr. Ricardo Borquez
Ingeniers Agrénomo. Académico. Facuitad de Agrenomia e ingenieria Forestal, PUG.
Dr. José Luis Riveros
Madice Veferinano. Academico. Fasullad de Agronomia & Ingeniena Foresial. PUG.
M.5c. Gonzalo Chavez
Médico Veterinario. Mismbro Extemo.
&r. Jorge Municz
Abogado
Dr. Juan Carlos Castilla
Bidlogo Marino. Académico. Facuitad de Gs Binligicas. PUC

Participaron en la Aprobacion del Protocolo titulado: “Ecologia del vinus de influenza aviar
en la Antarfica: el rol de laz aves migraforias en la infroduccitn del virus influenza en la poblacidn
de pingtinos”

Investigador y Académico Responsable: Rafael Medina Silva

Institucion: Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

Numero asignade CEC: 150430002

Financiamiento: XX Concurse Macional de Proyectes de Investigacion Cientifica y Tecnologica
Antartica.

Documentos revisados y aprobados por el comité:

Protocolo de Cuidado y Usa de Animales, compromisa del investigador, carta Gantt del proyecto
de inwestigacion, resumen del proyects orginal, carta dirigida al comité ético cientifico,
deseribiendo las competencias de cada umo de los integrantes del equipe de investigacidn,
respuesta escrita a |as observaciones de los revisares, informe de evaluacién de seguridad del
comité asesor institucional de seguridad en investigacion PUC.

Fumdamentacién de la aprobacidn:

El protocolo presentado “Ecclogia del virus de influenza aviar en la Antdrtica: el rol de las aves
migraforiaz en la infroduccicn del viruz influenza en la poblacidn de pinglincs”, comesponde a
un proyecto de investigacion cuyo objetivo central es ewvaluar la hipotesis en la que aves
migratorias actuarian como veciores transportando y confribuyendo a la infeccion de la avifauna
de pingilinos en la Peninsula Antartica con el virus de influenza aviar. Para ewvaluar esta
posibilidad, los autores plantean cuantificar la presencia del virus en 3 especies de pinglinos
antarticos y en 5 especies de aves marinas migratorias (gaviotas, petreles, piqueros). Para ello,
los autores deberdn obtener muestras de heces, sangre y secreciones de la triquea de estas
especies en termeno, las que luego seran examinadas para evaluar la presencia del virus a través
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de técnicas de laboratorio estandar para este tipo de mediciones. Ademas, los autores planean
secuendiar el virus, lo que les permitira realizar inferencias sobre el origen evolutive del virus
presente en pinglinas antarticos.

El protocolo contempla la captura y pesterior liberacion de 1200 Pygosceliz adelias, Pygosceliz
gerntoo y Pygoscefiz shinztrap (pollos, juveniles, adultos); 240 Macronecfes giganteus, 240
Chioniz alba, 240 Lamus dominicanus, 240 Sfema paradise, 240 Stercoranus maccommicki
(juveniles y adultos) lo gue suma un total de 2400 animales en un perodo de tres anos.

Este proyecto se basa en el estudic de influenza aviar en especies aviares silvestres autoctonas
en la zona Antartica, el muesires de las aves mencionadas es fundamental para contestar la
hipotesis planteada, no existen modeles alternativos para el desamollo de la presente
investigacion.

El nimero de animales a utilizar fue calculado en base a nimers minimo de individuos que
permita deferminar la prevalencia del virus en las poblaciones a muestrear. Las especies fueron
seleccionadas por su distribucion en el temitorio Antarfico Chileno ademés de ser parte esencial
para dar respuesta a la hipdtesis planteada. La esencia del estudic hace inevitable muestrear
aves migratorias y residentes de territorio Antdrtico. Es Importantemente destacar, que las 3
especies seleccionadas no estdn en estado de peligro. ko que disminuiria el impacto ecolégico
del presente estudio.

En lo gue respecta al uso de animales este protocolo cumple con los principios basicos
planteados en el Codigo Sanitario de ks Animales Terrestres de la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal, la Directiva Europea 2010/83/UE v la Guia para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio del Consejo Macional de Investigacién de los Estados unidos (ILAR,
NRC, 1886). documentos a los que adscribe esta institucion. El protocalo cumple también con
el principio de las 3Rs: Reemplazar, Reducir y Refinar.

Finalmente el Investigador y académico responsable, se compromete a dar fiel cumplimiento al
protocole aprobado vy garantizar que este comresponde a la metodelogia presentada en el
proyecio: "Ecologia def virus de influenza aviar en la Aniarlica: el rol de laz aves migraforias en
Ia infroduccian del virus influenza en la poblacion de pingiiinos "

Resolucién CEC en Cuidado y Uso de Animales y Seguridad de la Investigacion:

Esta aprobacion tiene vigencia de un ano. En la eventualidad de incorporar modificaciones coma
por ejemplo, en el ndmeno de animales, el personal a cargo, los procedimientos especificados en
el protocolo aprobado u otros, e investigador deberd notificar al comité para la evaluacion y

emision de una nueva acta de aprobacicn ética.

Este proyecto ha sido aprobade con fecha 08 de Sepliembre de 2015 en la XVI™ Sesion del
Comité Etico Cientifico para ol Cuidado de Animales y Ambienta.

Lo saluda muy atentamente,

Gloria Valdés .

Presidents del Comité Efico Cientifico para el
Cuidado de Animales y Ambientes.

PUC.

Santiago 09.09.2015
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Anexo 6: Protocolo de preparacion de BBS

Para preparar una solucion de buffer Borato salino 1 M con un pH 9: En un matraz se agregan
18.55 gramos de acido bdrico y 2850 mL de H20. Luego se incorporan NaOH a 10M hasta
obtener un pH 9 (se mide a través de un ph-metro), finalmente se afiade H>O hasta los 3.000
mL (Ausubel et al., 1995).

Anexo 7: Multiplicacién del virus

Para el desarrollo del diagndstico seroldgico, se utilizd la prueba de inhibicién de la
hemaglutinacion. Esta técnica requiere del virus problema (Avian avulavirus 19), para lo cual
éste debe ser multiplicado previo a la realizacion de esta prueba. Para multiplicar el virus, se
utilizaron huevos embrionados de pollo libre de patégenos de 10 dias de incubacion.
Brevemente, la cAmara de aire de los huevos se demarca, indicando el punto de inoculacion.
Posteriormente, cada huevo fue inoculado con 200 L de liquido alantoideo con infeccion
viral, usando una jeringa de tuberculina. Luego el huevo se sellé e incubo a 37°C por 3 dias.
Para la obtencion de una concentracion adecuada de virus se inocularon 10 huevos.
Posteriormente, los huevos embrionados fueron eutanasiados utilizando una camara de CO>
y luego refrigerados por 6 horas antes de ser cosechados. En el momento de cosecha, el
liquido alantoideo obtenido de los huevos embrionados fue titulado usando la técnica de

hemaglutinacion y conservados en alicuotas para su posterior uso (Del Rio, 2017).
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