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RESUMEN

Las especies Avian avulavirus 17 y 18 (AVv17 y AVV18, respectivamente) son dos virus
que se descubrieron y aislaron desde pinguinos Papua en la Isla Kopaitic, Antartica el afio
2017. Estos virus, pertenecen al género Avulavirus, familia Paramyxoviridae, orden
Mononegavirales y a la fecha se desconoce su distribucion en la peninsula Antartica. El
objetivo de esta memoria es la deteccidn de anticuerpos séricos contra AVv17 y AVv18, en
las tres especies descritas de pingtinos Pygoscelis spp, utilizando la prueba de inhibicion
de la hemaglutinacion (HI). En el afio 2018 se obtuvo muestras de suero de punguinos
desde 6 zonas de las Islas Shetland del Sur, Antartica: Grupa de Ledn, Isla Ardley, Punta
Armonia, Isla Barrientos, Punta Hanna y Cabo Wallace, incluyendo pingtino de Adelia
(Pygoscelis adeliae), Barbijo (Pygoscelis antarticus) y Papua (Pygoscelis papua). De un
total de 360 muestras de sueros obtenidas, sélo 3 (0,83%) de ellas fueron positivas para el
AVV17 y ninguna para el AVv18 (0%). Los sueros positivos correspondian a pingiinos
Papua, muestreados en Isla Ardley y Grupa de Ledn. Numerosos estudios revelan la
multifactoriedad que afecta a la ecologia, propagacion de enfermedades, etc., de estas y
otras aves, y por lo tanto la necesidad de seguir los estudios y comprender qué esta
sucediendo en estas aves en este ambiente pristino. En conclusion, la hipdtesis resulto ser
rechazada ya que, en solo uno de los virus hubo seropositividad y en solo una de las

especies de pinguinos en estudio.

Palabras clave: Avian avulavirus 17, Avian avulavirus 18, Antartica, pingliinos Pygoscelis



ABSTRACT

The Avian avulaviruses 17 and 18 (AVv17 and AVV18, respectively) are two novel viruses
recently discovered and isolated from Gentoo penguins at Kopaitic Island, Antarctica in
2017. These viruses belong to the genus Avulavirus, family Paramyxoviridae, order
Mononegavirales and its distribution at the Antarctic peninsula is unclear. The objective of
this study is the detection of serum antibodies against AVv17 and AVv18, in the three
described Pygoscelis spp penguin species, using the hemagglutination inhibition test (HI).
Samples were obtained in 2018 in 6 areas of the South Shetland Islands, Antarctica: Lion’s
Rump, Ardley Island, Harmony Point, Barrientos Island, Hanna Point and Cape Wallace.
The penguins in this study are Adelia (Pygoscelis adeliae), Chinstrap (Pygoscelis
antarticus) and Gentoo (Pygoscelis papua). Three (0.83%) out of 360 total serum samples
were positive for AVv17 and none (0%) for AVv18. The positive sera came from Gentoo
penguins, located on Ardley Island and Lion’s Rump. Several studies reveal the multiple
factors that can affect the ecology, and the disease spread in penguin and other Antarctic
birds; therefore, further studies are needed to better understand the viral dynamics in
penguins in this pristine environment. In conclusion, the hypothesis is rejected, since in
only one of the viruses there was seropositivity and in only one of the penguin species
under study.

Key words: Avian avulavirus 17, Avian avulavirus 18, Antarctic, Pygoscelis penguins.



INTRODUCCION

La Antértica es un continente pristino, reservado para la ciencia y paz de la humanidad
(STA, 2019). Dentro de la fauna mas reconocible en Antartica se encuentran los pinguinos,
quienes han sido estudiados en diferentes aspectos durante décadas. En uno de los mas
recientes estudios en pingiinos, se descubrieron tres nuevas especies de paramyxovirus en
pingliinos Papua (Pygoscelis papua) en la Isla Kopaitic, Antartica; los que fueron
denominados Antarctic penguin virus A, B y C. Se comprobd que estos virus no tenian
antigenicidad cruzada mediante ensayos serologicos y anélisis genéticos y que, por ende,
serian especies distintas, designandose como Avian avulavirus 17, 18 y 19, respectivamente
(Kuhn et al., 2017; Neira et al., 2017; ICTV, 2018). Hasta la fecha, existen 19 Avian
avulavirus descubiertos. De ellos, el virus de la enfermedad de Newcastle (Avian
avulavirus 1) es el mas importante, debido a que infecta aves de todo el mundo, generando
grandes pérdidas socioecondmicas a la industria avicola. A pesar de esto, poco se sabe
acerca de su ecologia en aves silvestres, que son reservorios importantes de cepas
lentogeénicas, y, menos aun, sobre la ecologia de los otros dieciocho avulavirus aviares en
aves silvestres (Wille et al., 2019). Para los tres nuevos paramyxovirus descubiertos por
Neira et al. (2017), se ha encontrado evidencia seroldgica en pinglinos infectados (Olivares
et al., 2019), pero aun no se sabe el impacto total que éstos avulavirus tengan en el ambito
de conservacion de estas y otras aves o especies blanco (Olivares, 2018). El estudio
interdisciplinario de enfermedades presentes en la fauna silvestre contribuye no solo a su
salud y conservacion, sino también a la salud publica, ya que muchas enfermedades son
zoondticas (Nara et al., 2008). Comprendiendo esto, se hace necesario realizar mas
estudios, conocer qué ocurre en estos animales silvestres respecto de estos nuevos virus

descubiertos en este particular ambiente.

En la presente memoria de titulo se propone la deteccion de anticuerpos séricos contra
Avian avulavirus 17 y 18 (AVv17 y AVV18, respectivamente), en tres poblaciones de
pinglinos pygoscélidos: Adelia (Pygoscelis adeliae), Barbijo (Pygoscelis antarticus) y
Papula (Pygoscelis papua), muestreados el afio 2018 en seis zonas de las Islas Shetland del

Sur, Antartica.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Etiologia y caracteristicas virales

Las especies AVv17 y AVv18 son dos de los virus que han sido recientemente descubiertos
en pinguinos del género Pygoscelis en la Antartica por Neira et al. (2017), nombrados
Virus del Pingliino Antartico A y B respectivamente. Estos virus pertenecen al género
Avulavirus, familia Paramyxoviridae, orden Mononegavirales. Ambos se caracterizan por
ser un virus envuelto, con proteinas de superficie y su genoma esta contenido en una
molécula monocatenaria de ARN de sentido negativo, no segmentada, que varia entre
14,926 y 15.071 nucle6tidos. Contienen seis genes que codifican para: nucleoproteina (NP),
fosfoproteina (P), proteina matriz (M), proteina de fusiéon (F), proteina hemaglutinina-
neuroaminidasa (HN) y la proteina ARN polimerasa dependiente de ARN (Neira et al.,
2017; ICTV, 2018). Estos virus fueron aislados por primera vez en la Isla Kopaitic, en el
Noroeste de la peninsula Antartica, y mas tarde descritos también en la Isla Rey Jorge,
perteneciente a las Islas Shetland de Sur (Wille et al., 2019). Al parecer, estos virus son de
baja patogenicidad, pues al ser inoculados en aves de corral, no produjeron signos clinicos,
sin embargo, no se sabe de su comportamiento en pinguinos ni otras aves de vida libre
(Wille et al., 2019).

Identificacién de AVv17, AVv18 y otros paramyxovirus aviares

Como herramientas de diagnostico de AVv17 y AVv18, se han utilizado diagnosticos
directos e indirectos. En un comienzo, los virus se diagnosticaron mediante aislamiento
viral, y luego se detectaron mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) genérica
para la familia paramyxovirus (Neira et al., 2017). Hoy en dia, se ha desarrollado una
técnica de PCR en tiempo real para la deteccion especifica del AVv17 y AVv18 (Wille et
al., 2019). Por otra parte, la OIE (2012) recomendd el aislamiento viral en huevo
embrionado para la obtencion y diagnéstico de los paramyxovirus aviares. En cuanto a la
serologia, la Unica técnica usada a la fecha es la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion
(HI). La prueba HI puede tener cierto nivel de reactividad cruzada (OIE, 2012), sin
embargo, ni el AVv17 ni AVv18 mostraron reactividad cruzada contra otros Avian
avulavirus. A la fecha, usando HI se han detectado escasos anticuerpos contra AVv17 y
AVV18 en pingtinos Barbijo y Papla ubicados en el Cabo Shirreff, Isla Livingston e Islas
2



Shetland del Sur, aunque podrian estar presentes en otras regiones (Neira et al., 2017;
Olivares et al., 2019).

La prueba de HI es de caracter cuantitativo, ya que permite detectar y estimar la cantidad
(titulacion) de anticuerpos especificos contra un determinado virus con actividad
hemaglutinante, en suero, plasma o yema de huevo. Para los paramyxovirus aviares, la
hemaglutinacion es dada por la union entre la proteina HN y los eritrocitos de pavo. La
inhibicidn 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 (Spackman,
2014).

Antecedentes de las especies de pingulinos antarticos

Los pinguinos estudiados corresponden al género Pygoscelis, los cuales habitan el litoral
antartico, con algunas variaciones (Couve et al., 2016). A continuacion, se describe

brevemente cada una de las especies estudiadas.

Adelia (Pygoscelis adeliae): es el mas pequefio de los pingliinos antérticos (71 cm de
largo), de cabeza, iris, dorso y cola negros, con notorio circulo periocular blanco, pico corto
y rojizo, pecho y abdomen blanco y patas rosadas. Nidifica en playas rocosas, libres de

hielo, en grandes colonias (Couve et al., 2016).

Barbijo (Pygoscelis antarticus): mide 76 cm de largo, su frente, corona y partes
posteriores son negras y las partes anteriores blancas. En su cara, también blanca, destaca
una linea fina negra similar a una barba. Tiene pico negro, iris café-rojizo y patas rosadas.
Nidifica en zonas més altas que otros pinglinos, en costas rocosas libres de hielo, en
grandes colonias (Couve et al., 2016).

Papua (Pygoscelis papua): De 76-90 cm de largo, cabeza, cuello y parte posterior negra,
parte anterior blanca, manchas blancas sobre cada 0jo, que se unen por sobre la corona, a
manera de “cintillo”. Tiene pico negro y laterales rojo- anaranjado y patas rosadas. Para
nidificar prefiere playas pedregosas y laderas rocosas libres de hielo, en colonias pequefias
y dispersas (Couve et al., 2016).



Otros virus detectados en pinguinos

El inicio de la investigacion de virus antérticos (década de 1970) fue mediante serologia,
detectando principalmente patdgenos que representaban un riesgo para la salud animal.
Desde el afio 2000, se utilizan otras técnicas como PCR, ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA), cribado de alto rendimiento (HTS), amplificacion rapida de los
extremos del ADNc (RACE) y reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-
PCR) (Smeele et al., 2018), detectandose a la fecha:

Paramyxoviridae: Paramyxovirus Aviar en Pingiinos Adelia, Macaroni y Rey (Morgan y
Westbury, 1981; Austin y Webster, 1993; Morgan et al., 1981). Virus de la enfermedad de
Newcastle en pinguinos Adelia, Avian avulavirus 10 en pinglinos de Penacho amarillo y
Avian avulavirus 17, 18 y 19 en pinguinos Pygoscelis (Thomazelli et al., 2010; Miller et
al., 2010; Goraichuk et al., 2017; Neira et al., 2017), siendo los paramyxovirus aviares 17 y

18 los abordados en este trabajo.

Ortomyxoviridae: Virus de la Influenza A en Pingliinos Adelia, Barbijo y Papta (Morgan
et al., 1981; Austin y Webster, 1993; Baumeister et al., 2004). Virus de la Influenza aviar
H5N5 en pinguino Barbijo (Hurt et al., 2016) y H11N2 en pinguino Adelia (Hurt et al.,
2014).

Otros virus incluyen, familia Birnaviridae: Virus Gumboro en Pinglinos Adelia,
Emperador y Rey; familia Papilomaviridae: Papilomavirus 1 y 2 en pinglino Adelia (Van
Doorslaer et al., 2017); familia Polyomaviridae: Polyomavirus del pingiino Adelia y
familia Adenoviridae: Adenovirus del pinguino Barbijo y Adenovirus del pingiiino Papua
(Leeetal., 2014 y 2016).

Islas Shetland del Sur

Las Islas Shetland del Sur integran a un grupo de islas ubicadas 160 km al Noroeste de la
peninsula Antartica y aproximadamente a unos 725 km al Sureste del Cabo de Hornos,
cruzando el mar de Drake y se extienden unos 550 km de largo (Figura Nro. 1). Gran parte
de estas islas se encuentran cubiertas por hielo, excepto ciertas peninsulas y promontorios;

de ellas, las mas extensas son Isla Rey Jorge e Isla Livingston (Israel, 2015).



Este archipiélago ha sido una de las areas de la Antértica mas explorada debido a la
cercania que tiene con el continente americano, en ella se encuentran 17 bases cientificas,

pertenecientes a 13 naciones de América, Europa y Asia.

Gran parte de estas islas o lugares especificos dentro de estas, han sido catalogadas como
zonas antarticas especialmente protegidas (ZAEP), a fin de proteger investigaciones
cientificas, valores estéticos, histéricos o naturales sobresalientes. Uno de esos puntos es
conservar la avifauna nativa que se reproduce en estas islas, detectar y registrar cambios
significativos de su ecologia y compararlas con otras areas (STA, 2011). Algunas zonas

destacables incluidas en esta memoria se describen en el anexo 1.
Justificacion del estudio

Numerosos estudios cientificos recientes y pasados relatan la necesidad de estudiar a fondo
estos y otros tipos de virus, de manera que puedan revelar puntos importantes que estén
transgrediendo su ecologia. Thomazelli et al. (2010) habla de la implicacion de otras
especies en la trasmision del virus de Newcastle (Avian avulavirus 1). De esta forma, la
velocidad del transporte moderno a la Antartica y el aumento de personas que visitan las
regiones del polo sur puede aumentar la posibilidad de introduccion involuntaria de
enfermedades. Ademas, el cambio climatico puede facilitar la propagacion de
enfermedades a través de habitos migratorios alterados de los animales y las aves y la
introduccion de vectores. Por otro lado, Neira et al. (2017) sugiere que, en la Antartica
existe una diversidad de especies de virus pertenecientes al género avulavirus, mucho
mayor que la reconocida anteriormente. Por lo tanto, se necesitan estudios adicionales para
evaluar la presencia de estos nuevos virus en otras aves en la Antartica para comprender
mejor la ecologia y la transmision de estos. Debido a lo anterior, en esta memoria de titulo
se propone, mediante un estudio serologico, determinar la exposicion a estos agentes

virales en las poblaciones de pinglinos en la Antartica.



HIPOTESIS

Pinglinos del género Pygoscelis de las 6 localidades muestreadas de las islas Shetland del

Sur presentaran anticuerpos contra Avian avulavirus 17 y 18.

OBJETIVO GENERAL

Detectar anticuerpos contra Avian avulavirus 17 y 18 en 6 poblaciones de pinguinos

Pygoscelis de las Islas Shetland del sur.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia de anticuerpos séricos contra Avian avulavirus 17 y 18 en
pinglinos Adelia (Pygoscelis adeliae), Barbijo (Pygoscelis antarticus) y Papua

(Pygoscelis papua).

2. Determinar diferencias estadisticas entre zonas de muestreo, utilizando el titulo de

anticuerpos como variable respuesta.



MATERIALES Y METODOS

Disefio

Este estudio consistird en usar un total de 360 muestras de suero obtenidas de pinguinos
desde 6 localidades de las Islas Shetland del Sur, Antartica. Estos sueros seran evaluados en
el laboratorio de Virologia, Departamento de Medicina Preventiva, FAVET (nivel de
bioseguridad 2, ver anexos 2 y 3), mediante la técnica de inhibicién de la hemaglutinacion,

usando los virus de referencia para AVv17 y AVv18. Esto permitird determinar la presencia

de anticuerpos contra estos virus en los pinguinos.
Obtencion de muestras

Esta memoria de titulo se desarrolla dentro del marco del proyecto de investigacién INACH
RT 46-16, codigo de bioética (PUC-150430002) anexo 4, del cual el Dr. Neira es
coinvestigador. Especificamente, las muestras fueron obtenidas en la expedicion cientifica
antartica 54 (ECA54), realizada por el Instituto Antartico Chileno, durante el mes de enero
y febrero del afio 2018. Se obtuvieron muestras sanguineas de pinguinos Pygoscelis
(puncionando la vena digital plantar coman), para la obtencion de sueros (conservados en
congelacién a -20°C). Las muestras fueron usadas para multiples estudios y una alicuota de
cada uno sera utilizada para el presente trabajo. EI muestreo realizado contemplé la
obtencion de muestras de seis localidades ubicadas dentro de las Islas Shetland del Sur. En
la Figura y Tabla Nro. 1 se presentan las 6 localidades (antarticas) en las que se realizo el

muestreo.

Tabla Nro. 1: Zonas en que se tomaron muestras y cantidades de sueros que seran

analizados en este estudio.

Zona N° de sueros
Grupa de Leon 40
Isla Ardley 183
Punta Armonia 29
Isla Barrientos 34
Punta Hanna 41
Cabo Wallace 33
Total 360




Procesamiento de la muestra

Las muestras sanguineas seran centrifugadas a 1.250 g para obtener sus sueros. Luego, se
procedera a inactivar los sueros para eliminar inhibidores naturales no especificos de la
hemaglutinacion. Brevemente, 100 uL de cada suero es depositado en un tubo de ensayo de
5 mL por separado y puesto a bafio Maria a 56°C. Pasados 30 minutos se agregaran 600 uL
de caolin (silicato de aluminio hidratado) al 25% en solucion salina de borato (BBS) pH
9,0, agitando para que se mezclen y se deja incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.
Luego, se centrifugaran a 1.250 g por 20 minutos para que precipite el caolin. Cada
sobrenadante se pondré en tubos Eppendorf, se mezclara con 600 pL de eritrocitos de pavo
diluidos al 20% en buffer fosfato salino (PBS) y se dejara incubar 2 horas a temperatura
ambiente. Se centrifugan a 1.250 g por 20 minutos, precipitando asi los eritrocitos. Estos

sueros seran diluidos en proporcion 1:10, siguiendo el protocolo de Direksin et al., 2002.
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Figura Nro. 1: Ubicacion de las Islas Shetland del Sur dentro del Continente Antartico
marcadas en gris. Las localidades seleccionadas para toma de muestras a pinguinos

Pygoscelis marcadas con puntos negros. Modificado de Israel, 2015.



Titulacién viral

Los virus utilizados fueron previamente aislados y secuenciados en el laboratorio de
virologia animal por Neira et al. (2017). Para realizar la prueba de inhibicion de la
hemaglutinacion, primero se debe contar con ambos virus titulados. Por lo tanto, se
procederd a realizar la prueba de hemaglutinacion (HA), la cual se basa en utilizar la
actividad hemaglutinante de los virus contenida en la proteina hemaglutinina-
neuroaminidasa (HN). Para ello, se utilizardn placas de 96 pocillos con fondo en “v”.
Brevemente, se depositaran 50 uL de PBS en cada pocillo, luego en el primer pocillo de
cada columna se agregaran 50 pL de virus descongelado y homogenizado previamente por
5 segundos. Luego se diluird en base dos, avanzando en la fila hasta el ultimo pocillo.
Posteriormente, se incorporan 50 pL de eritrocitos de pavo diluido con PBS al 0,5%,
partiendo desde el ultimo pocillo diluido al primero. Se dejaran reposar 45 minutos y se
observaran los resultados, siendo los pocillos con rojo difuso positivos y los con punto rojo
en el fondo y que escurran al inclinar la placa, negativos (Figura Nro. 2). El titulo del virus
es expresado en unidades hemaglutinantes cada 50 uL (UHA/50 pL) y es el reciproco de la
ultima dilucién en la cual se observa hemaglutinacion (Knipe y Howley, 2013). Cada

ensayo contempla el uso de controles negativos y es realizada en duplicado.
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Figura Nro. 2: Prueba de hemaglutinacién en placa con fondo de “v”, se observa un titulo
de 16 UHA/50 pL.

Técnica de inhibicion de la hemaglutinacion (HI)

Para saber el titulo de anticuerpos contra cada virus, se usara la técnica de inhibicién de la
hemaglutinacion. Brevemente, en una placa de 96 pocillos con fondo de “v”, se depositaran
25 uL de PBS en cada pocillo, y luego se agregara 25 uL de suero inactivado.

Posteriormente se diluira en base 2. Luego, se agregara 25 pL de virus en una
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concentracion de 8 UHA a todos los pocillos en uso y se incubara 45 minutos a temperatura
ambiente. De esta manera, los anticuerpos especificos se unirdn al antigeno del virus.
Finalmente, se agregaran 50 uL de eritrocitos de pavo diluidos al 0,5% en PBS. Este paso
permitira identificar si hay virus libre de la union con anticuerpos (los anticuerpos
especificos bloquean la union del virus al gloébulo rojo, por ende, bloguearian la
hemaglutinacion). La lectura de resultados en la placa se observard como un punto rojo
precipitado que escurre al inclinar la placa (positivo) o como rojo difuso (negativo). El
titulo del suero se evidenciara como el reciproco de la mayor dilucion que produzca una
completa inhibicion de la hemaglutinacion (Spackman, 2014). Se indicaran como positivos
los sueros en los cuales se obtengan titulos > 40 UHA/50 pL.

Andlisis de resultados

El principal resultado del analisis sérico es el titulo de anticuerpos de las muestras de suero
estimado a partir del ensayo de HI. Dichos titulos serén descritos por zona geografica y por
especie mediante tablas y graficos, asi como también, el porcentaje de animales con
resultados seroldgicos positivos para cada virus. Se proyecta la prueba de chi cuadrado para
investigar la significancia estadistica del porcentaje de animales con sueros positivos o
negativos entre lugares de muestreo. Para investigar diferencias significativas en el titulo de
anticuerpos en las zonas de muestreo, se plantea la prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis. Finalmente, los resultados serdn comparados con los obtenidos en afios previos
(Olivares, 2018; Olivares et al., 2019; Wille et al., 2019).
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RESULTADOS

En total fueron analizadas 360 muestras de suero. Los resultados de las especies
muestreadas en las 6 localidades de las Islas Shetland del Sur se muestran en las figuras 3,
4 y tabla 2. De estas, solo en 3 (0,83%) muestras se detectd un titulo HI > 4 UHA/50 uL, y
fueron clasificadas positivas para AVv17. Ninguna (0%) muestra resultdé positiva para
AVV18. Las 3 muestras positivas para AVv17, corresponden a pinglinos PapUa, 2 de ellos

provenientes de Isla Ardley y uno de Grupa de Leon en Isla Rey Jorge.

Resultados totales AVv17
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Figura Nro. 3: Resultados del ensayo de inhibicién de hemaglutinacién (HI) por localidad.
Se detectaron titulos positivos (HI >4 UHA) en 2 muestras provenientes de Isla Ardley y 1
de Grupa de Leon. En circulos de colores se presentan los titulos de HI de las 360 muestras
clasificadas por localidad. En barras de colores se presenta el titulo promedio y la

desviacion estandar por localidad.
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Figura Nro. 4: Resultados del ensayo de inhibicién de hemaglutinacién (HI) por localidad.
No se detectaron titulos positivos (HI > 4 UHA) en las localidades muestreadas para el
AVVv18. En circulos de colores se presentan los titulos de HI de las 360 muestras

clasificadas por localidad.

Tabla Nro. 2: Namero de pinguiinos muestreados, segun especie y localidad.

N° de Pinguinos

Zona Adelia | Barbijo | Papua
Grupade Leon| O 3 37
Isla Ardley 50 13 120
Punta Armonia| O 28 1
Isla Barrientos 0 15 19
Punta Hanna 0 22 19
Cabo Wallace 0 33 0

Total 50 114 196
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Figura Nro. 5: Distribucién geografica de especies y sus resultados. Solo se obtuvo
resultados positivos para AVv17 y estos fueron encontrados en Grupa de Ledn e Isla
Ardley mediando una distancia de 42 km entre ambas zonas. En cada localidad se presentan
las especies de pingiinos muestreadas y en un circulo anaranjado aquellas en que se detectd
seropositividad para AVv17. Ninguna localidad presentd seropositividad para AVv18. Isla
Ardley corresponde en realidad a un islote conectado con la Isla Rey Jorge, donde también

se ubica Grupa de Ledn.

Debido a la baja deteccidon de sueros positivos no fue posible realizar analisis estadisticos
que determinaran significancia entre los grupos. Por lo tanto, las pruebas exploratorias de
Chi cuadrado para ver diferencias entre especie viral, especie de pingiino, entre otras, no

son significativas.

13



DISCUSION

El ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion (HI) permitié detectar la presencia de
anticuerpos séricos, cumpliendo asi con el primer objetivo especifico de esta memoria. El
hallazgo de seropositividad fue particularmente bajo para AVv17 (0,83%) y nulo para
AVv18 (0%) con lo que no se proyecta la existencia de diferencias estadisticas entre los
lugares de muestreo, respondiendo al segundo objetivo especifico de la presente memoria.
Seria interesante complementar estos hallazgos con muestras de pinglinos de otras

localidades, muestras en meses de invierno o en otras especies de pinguinos.

Otros estudios ya habian evidenciado la presencia de estos virus en pinguinos antérticos. El
primero corresponde a Neira et al., 2017, quien los describe en pingliinos PapUa en isla
Kopaitic a 200 km del lugar mas cercano de muestreo del presente trabajo. Luego, Olivares,
2018, y Olivares et al., 2019, describen la presencia de anticuerpos contra estos virus desde
muestras obtenidas en 2017. Finalmente, Wille et al., 2019, logro identificar estos virus en
diversas partes de la peninsula Antartica. Todos estos antecedentes demuestran la ubicuidad
de estos virus en pinglinos antarticos, sin embargo, la ocurrencia de estos no ha sido la

misma en los diferentes estudios, esto serd discutido a continuacion.

El escaso hallazgo de pinguinos seropositivos en isla Ardley concuerda con lo registrado
por Olivares et al., 2019, donde se obtuvo solo 1 (0,78%) suero positivo para AVv17 y

ninguno para AVv18 (0%) del total muestreado en esa isla, esto se describira en detalle.

En el estudio de Olivares et al., 2019 se investigaron datos similares al de esta memoria,
pero con muestras de pinglinos Pygoscelis del afio 2017. En esa ocasién se recolectaron
498 muestras de suero (138 muestras mas que en el actual estudio) desde distintas
localidades a las del afio 2018, excepto por Isla Ardley. En ese estudio, el AVv18 obtuvo la
menor seroprevalencia (4%), mientras que el AVv17 obtuvo una seroprevalencia mayor
(8%). Se detectd seropositividad en las tres especies de pinglinos Pygoscelis para ambos
virus. En la Unica zona en comun al estudio actual, Isla Ardley, se tomaron 128 muestras de
suero de pinglinos PapUa, que para el AVv17 hubo solo un suero positivo (1%), mientras
que para el AVv18 no hubo resultados positivos (0%), la mayoria de los pinglinos eran
juveniles, previos a su primer forrajeo en el mar, esto pudo haber afectado los resultados en
esa isla dada su corta edad y la menor probabilidad de encuentro con patégenos, pero, en el
14



estudio actual también existié una baja seroprevalencia, a pesar de ser individuos adultos.
Esto puede deberse a que, como todos los anticuerpos duran poco tiempo, los individuos
muestreados ya hayan pasado por la infeccion y/o los virus se presenten por “oleadas”,
donde justamente en el momento de muestreo la infeccion no esté activa o los anticuerpos
ya no existan o por el contrario esté recién empezando un nuevo brote. Aln no se sabe

cuanto tiempo dura la inmunidad frente a estos virus en estas especies.

Isla Ardley representa a mas del 50% del total de muestras de sueros obtenidas el afio 2018
(tabla Nro. 2), de ellas, los pinglinos Papua representan el 66%, de los que se obtuvo dos

de los tres sueros positivos detectados.

Por otro lado, Wille et al., 2019 aislé y secuencid los virus descubiertos por Neira et al.,
2017. Su estudio abarcé muestras de 301 pinguinos Adelia, obtenidos en zonas de las Islas
Shetland del Sur (Bahia Admiralty, Isla Rey Jorge) y la Peninsula Antartica (Isla Kopaitic,
Rada Covadonga) y 74 pinglinos Papua y 18 pingliinos Barbijo de la Isla Kopaitic. En ese
estudio, el AVv17 fue el més prevalente (6%) detectado solo en pinglinos Adelia, de
ambas localidades, sobre todo en polluelos, mientras que, el AVv18 se mantuvo como el
menos prevalente (0.7%). Cabe destacar que estuvo presente solo en polluelos de pingiinos
Adelia en la localidad de Bahia Admiralty. Estos resultados son similares a los obtenidos en
Olivares et al., 2019, siendo el AVv18 el que obtuvo menos seroprevalencia en ambos
casos y el AVv17 obtuvo méas seroprevalencia en ambos casos, pero con diferencias

respecto de un tercer virus que no se incluye en esta memoria.

Otra zona por destacar del estudio de Olivares et al., 2019 es Cabo Shirreff en Isla
Linvingston, perteneciente también a las Islas Shetland del Sur, donde se obtuvo 252
muestras de sueros de pinguinos Barbijo (en su mayoria) y Papla. Fue la zona con mas
porcentaje de seropositividad en esa ocasion y, la unica en que el AVv18 registrd
seropositividad, de todas las zonas muestreadas de ese estudio, llegando a un 8%, mientras
que el AVv17 registrd un 15% de seropositividad. Estas variaciones son interesantes debido
a que podria estar implicado el desplazamiento de las aves, tanto por la diseminacion y
reservorios que pueden existir, como la edad en que es principalmente en donde se ven
afectados los pinglinos, entre otras cosas. Mura-Jornet et al., 2018 expone que, aunque las

tres especies de pingiinos Pygoscelis muestran cierto grado de filopatria natal, los
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pinglinos Barbijo son los menos filopatricos del género, asimismo, tienen altas tazas de
dispersion y/o movilidad entre colonias Barbijo, en comparacién a otras especies de
Pygoscelis. En el estudio de Pertierra et al., 2020 y posteriormente en Tyler et al., 2020 se
menciona que existen cuatro nuevos linajes del pingiino Papula, los cuales se han podido

desarrollar en parte, debido a su filopatria natal.

En cuanto al potencial patogénico, este no se pudo estudiar en la presente tesis, pero si
existen algunos antecedentes bibliograficos. Wille et al. (2019) inoculé estos virus en aves
de corral de 4 semanas de edad y no se detectaron signos clinicos de enfermedad en alguna
de las aves, permaneciendo sanas hasta el dia 21 post inoculacion, sin embargo, mediante
gRT-PCR se detecto virus en todos los pollos inoculados, excepto uno, inoculado con
AVV18, pero hubo seroconversion en todas las aves, arrojando titulos HI de 8 a 32 UHA
para el AVv17, mientras que para el AVv18 fueron de 4 a 8 UHA. Este bajo nivel de
infeccion demostrado en aves de corral y aunque ain no se sabe lo que puedan causar en
pinguinos Pygoscélidos, ni otras aves de vida silvestre, los estudios de Neira et al., 2017 y
Wille et al., 2019 aislaron e identificaron estos virus desde pinguinos clinicamente sanos, lo
que sugiere una baja patogenicidad (Olivares et al., 2019), asimismo, los animales

muestreados en este estudio estaban clinicamente sanos.

Cabe destacar que en todos los estudios hasta el momento coinciden en que el AVv18 es el
menos detectado y el AVv17 presenta un porcentaje superior de deteccion y que se
requieren mas estudios para poder entender las diversas incognitas que se van presentando.
Una limitacion en este estudio es la poca cantidad de muestras obtenidas y la nula toma de
muestra en pinguinos Adelia en la mayoria de las zonas, a excepcion de isla Ardley. Lo
anterior se debe a las condiciones climaticas variables y dificultosas, que se presentan en
expediciones de zonas como la Antértica, el limitado tiempo que se disponia para realizar el

muestreo y el poco personal que es autorizado para llevarlo a cabo.
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CONCLUSION

En conclusion, la hipdtesis resultd ser rechazada ya que, en solo uno (AVv17) se obtuvo
resultados positivos, es decir, anticuerpos presentes en suero gque reaccionaron contra el
virus, obteniendo un titulo HI > 4 UHA, ademas, en solo una de las especies de pingliinos

mencionadas (Papua).

Para comprender estos resultados, fue necesario comprender un poco mas acerca de las
diferencias bioldgicas que existen entre las especies de pinguinos, y de esta manera poder

caracterizarlos de mejor manera, como las especies distintas que son.

Los resultados positivos fueron tan escasos (0,83%) s6lo para AVv17 y nulos para AVv18,
que no se proyectd la existencia de diferencias en analisis estadisticos entre zonas de

muestreo, pues las zonas son estadisticamente similares.

Como toda investigacion, siempre es interesante seguir ampliando la informacion obtenida,
uno de los temas podria ser la transmision entre estas aves y el rol que tienen depredadores
en ello, o incluso, el efecto del cambio climatico sobre estas aves y estos virus descubiertos.
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ANEXOS
1: Descripcion de sitios muestreados.

Grupa del Ledn (ZAEP N°151): se encuentra en la costa Suroeste de la Isla Rey Jorge. Es
representativo de habitats terrestres de la Antartica, donde se puede medir la perturbacion
de lugares situados cerca de zonas con actividad humana. Contiene doce colonias
reproductoras de aves nativas, entre ellos tres especies de pinglinos: Adelia (Pygoscelis
adeliae) con 3.751 parejas reproductoras, Papla (Pygoscelis papua) con 3004 parejas

reproductoras y Barbijo (Pygoscelis antarcticus) con 32 parejas reproductoras.

Isla Ardley (ZAEP N°150): ubicada en la costa Suroeste de la isla Rey Jorge, casi a 500 m
al Este de la costa de la peninsula Fildes, bahia Maxwell. La isla tiene cerca de 2,0 km de
longitud y 1,5 km en su seccion mas ancha. También contiene colonias de pinglinos
Pygoscélidos y es uno de los pocos lugares donde las tres especies se reproducen
simpatricamente. Los reproductores de pingliino PapuUa se acercan a las 5.000 parejas, una
de las colonias reproductoras méas grande de las Islas Shetland del Sur y posiblemente de la

Antartica.

Punta Armonia (ZAEP n°133): localizada en la costa Oeste de la isla Nelson, entre la isla
Rey Jorge (al Noreste) y la isla Robert (al Sudoeste). Las areas libres de hielo albergan
importantes colonias reproductivas de 12 especies de aves, entre las que se destaca una de
las colonias mas grandes de pinguino de Barbijo (Pygoscelis antarcticus) de la Antartica

con 89.685 parejas reproductoras.
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2: Principales medidas de bioseguridad en laboratorios nivel 2

Los laboratorios de bioseguridad nivel 2 cumplen con los requisitos de un laboratorio de
nivel 1y, ademas, deben adecuarse para trabajar con agentes patdgenos de riesgo potencial

moderado para el personal y el ambiente (Chiong et al., 2018).

El personal debe tener entrenamiento especifico en el manejo de agentes patdgenos y debe
ser supervisado por cientificos competentes. Son imprescindibles las medidas de proteccién
personal como el uso de delantal en todo momento, guantes para todos los procedimientos
que involucran material biologico (y ser desechados antes de tocar otro objeto limpio),
gafas de seguridad cuando sea necesario proteger los ojos y el rostro de salpicaduras, e
impactos, uso de calzado cerrado y pantalones o vestidos largos, pelo largo tomado
despejando asi la cara; no llevarse las manos a la cara, pelo, lentes cuando se esté
trabajando en el laboratorio; utilizar dispositivos disefiados para pipetear, jamas la boca.
Lavarse las manos después de terminar cada procedimiento, al cambiar de tarea y al salir
del laboratorio; no apoyar mochilas, carteras ni ropa (como chalecos, chaquetas) en los
mesones de trabajo; no se debiera utilizar en ningun caso la ropa de trabajo como delantal,

guantes, etc., fuera del laboratorio (Chiong et al., 2018).

En lo posible, los laboratorios se deben ubicar apartados de las areas de uso publico, deben
tener acceso limitado, mantener la puerta cerrada y con simbolo de riesgo bioldgico. Las
actividades se deben realizar en cabinas de seguridad biolégica adecuadas segin agente de
riesgo, su uso debe prevenir la exposicion a aerosoles y del mismo modo se debe evitar su
formacion con especial cuidado al destapar/tapar tubos y aspirar liquidos; los lugares,
contenedores 0 equipos que estan en contacto o por los que circula material potencialmente
del grupo de riesgo Il o superior, deben sefializarse con el simbolo internacional de peligro
bioldgico; el centrifugado de material infeccioso debe realizarse en centrifugas con
capachos de bioseguridad; las superficies deben ser descontaminadas con desinfectantes
efectivos; el uso de material cortopunzante debe reducirse a casos para los cuales no existe
otra alternativa y ser depositados en recipientes resistentes a la perforacion; el transporte de
las muestras dentro del laboratorio debe realizarse de forma tal que, en caso de caida, no se
produzcan salpicaduras ni aerosoles (en gradillas y recipientes cerradas, etc.) (Chiong et al.,
2018).
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Es responsabilidad de todo el personal del laboratorio separar, manipular y eliminar
adecuadamente todos los desechos desde que se generan hasta su disposicion final; todos
los materiales que han estado en contacto con material bioldgico se descontaminan,
mediante procesos de autoclavar, incinerar o inactivacion quimica. La eliminacion final de
desechos biologicos esta normada por el Decreto Supremo N°148 de 2003 del Ministerio de
Salud, que aprueba el Reglamento Sanitario sobre Manejo de Residuos Peligrosos. Todos
los desechos deben colocarse en recipiente con tapa. Los desechos de material bioldgico
contaminado deben ser inactivados previo a su eliminacion. En el caso que la desinfeccion
se realiza en un lugar externo, el material debe ser transportado desde el laboratorio en
recipiente herméticamente cerrado (OMS, 2005). Finalmente, el personal debiese respetar y
hacer cumplir todo lo anterior involucrandose personalmente en la prevencién de riesgos
(Chiong et al., 2018).
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3: Certificado de Bioseguridad

#*~ Universidad de Chile

favet

Faculiad de Clencias Vetarnanas y Pacuanas

CERTIFICADO N° 166

Santiago, 25 de noviembre 2020.-

El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chike ha revisado el proyeco "Deteccion de anticuerpos séricos
contra Avian avulavirus 17 y 18 en poblaciones de pingiinos de las Islas
Shetland del Sur, Antartica”, que forma parte del proyecto concursable INACH 45-16,
del investigador responsable Dr. Victor Meira Ramirez, academico del Departamento de
Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de |a
Universidad de Chile.

La evaluacidn del citado proyecto permite acreditar que las normas de bioseguridad que
se encuentran descritas en el mismo y en el formulario de solicitud de certificados de
bioseguridad de FAVET, son las adecuadas segin las especificaciones contenidas en el
"Manual de Mormas Bioseguridad y Riesgos Asociados Fondecyt — COMICYT, wersidn 2018
y en &l "Manual de Bioseguridad en el Laboratorio, de la Organizacion Mundial de la Salud
(version 2005)", gue previenen los riesgos para las personas, los animales y el
medicambiente,

Se otorga el presente certificado a solicitud del interesado, para los fines gue estime
conveniente.

'FAVET — Universidad de Chile
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4: Certificado de Bioética

UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE CHILE

Proyecto:
150430002

Ecologia del virus de influenza aviar en la Antdrtica: el rol de las aves migratorias en la
introduccidn del virus influenza en la poblacién de pingiinos

Institucion Responsable:
Pontificia Universidad Catélica de Chile

Responsables UC:

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

Facultad de Medicina

Tipo de estudio:

Investigacidn
Documentos revisados y aprobados por el comite:

Ficha de presentacion

Protocolo de Seguridad

Protocolo 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 Capacitacion en Seguridad

Diagrama de flujo de desecho de residuos quimicos y biolégicos y normativa vigente.

Fundamentacién de la aprobacidén:

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

a) 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 antartico. En el
caso que se deba esperar por mas de un dia en Punta Arenas los fondos adjudicados
cuentan con

b) Esta actividad serd realizada en 3 ocasione, una vez por afio, cada una en un plazo de
20 dias con flexibilidad por cambios climéticos.
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¢) Dentro de las medidas de seguridad que se tomarin se encuentran:

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

- Se contratard un seguro que incluye la cobertura de emergencias en caso de
evacuacion,

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

- Todos los integrantes del equipo de terreno deberin obtener un certificade
médico aprobado por la INACH antes de partir desde Santiago a Punta Arenas
para participar en la expedicién. Per tanto, cada miembro que participe se
encontrara en dptimas condiciones de salud antes de comenzar la estadfaen la
Antarctica.

- [En caso 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 infecciosos de aves, se
utilizardn siempre guantes y mascarillas como medida de precaucidn.

2.- El protocole evaluade contempla el uso de quimices teratogénicos, inflamables y
tixicos como etanol isopropancl, agarosa, buffer TAE, SYBR Safe, azul de tripdm,
paraformaldehido, y gases como COZ2. El trabajo con compuestos quimicos se llevard a
cabo en el Laboratorio de Virologia Molecular del Centro 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 extraccidn, lava-ojos de emergencia
v ducha de emergencia.

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

a) Correcta rotulacién de los reactives quimicos utilizados en la investigacidn, los
cuales contardn con su ficha de seguridad, tendrdn fecha de vencimiento vigente y
no se almacenaran por mas de 7 afios.

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

3.- El protocole contempla el procesamiento de muestras bioldgicas de aves presentes en
el territorio antdrtico, especificamente muestras de cloaca y traquea para realizar
diagndstico, genotipificacidén, aislamients viral y sangre para diagndstice seroldgico.
También se realizaran estudios con virus Influenza A aviar de baja patogenicidad de los
subtipos H1, H4, H6, HE y H16 aislados desde las muestras obtenidas en terreno.

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 Virologia
Molecular del Centro de Investigaciones Médicas de la Facultad de Medicina de la
Pontificia Universidad Catdlica. Este laboratorio cuenta con elementos de
seguridad como como acceso restringido, sala de toma de microorganismos, sala
de cultivo, gabinete de bioseguridad, ducha de seguridad y autoclave.

c) Las muestras seran procesadas en un gabinete de bioseguridad disponible en sala
de cultive celular del laboratorio 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 Pontificia Universidad Catdlica de Chile.
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d) Como elementos de proteccidn personal para el procesamiento de la muestra se
utilizardn delantal, guantes y proteccién visual y cuande se trabaje en el
Laboratorio BSL3 se utilizard un buzo Tivek de cuerpo completo, cubre zapatos,
pechera, cubre mangas, cubre cabello, mascarilla, respiradores personales de
presion positiva con filtro HEPA v doble guante.

4.- Los residuos producidos en esta investigacion serdn eliminados en un contenedor
plastico con cloro, que se retirard diariamente, de acuerde 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 Aprobacién de este protocolo.

Esta aprobacidn tiene vigencia de 1 afio a contar de la fecha de emisidn del presente
informe.

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

Los Responsables UC se comprometen a dar fiel cumplimiento al protocolo aprobado.

Le saluda atentamente,

] }' 1/
A, r o Vv
ﬂ I 1{- (-({JH L«f/ 4' _'\ _ B
Dra. ANDREA LEISEWITZ V. PhD
Presidente Comité Asesor Institucional de Seguridad en Investigacion

Pontificia Universidad Carélica de Chile.

Santiago, 09 de septiembre de 2015
Protocolos: 150430002
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PONTIFICIA UNIVERSIL ]'-,[](__\ OLICA DE CHILE

ACTA DE APROBAGION ETICA DEL COMITE ETICO CIENTIFICO EN CUIDADCI DE ANIMALES
AMBIENTE Y SEGURIDAD DE LA INVESTIGACI

Miembros del Comité Etico Cientifico
Dra. Gloria Valdés
Médico Cinujano. Presidents CEC. Facuffad de Medicing PUC.
Dr. Ricardo Moreno
Biglogo. Vicepresidente CEC. Profesor Asociado Faculfad de Cs Bioidgicas. PUGC
M.Sc. Ana Maria Salas Rossetti
Médico Vieferinana. Secrefaria Sjecutive CEC.
Dra. Susan Bueno
Tecndloga Médica. Profesor Asociade. Facultad de Cs Bicligicas. PUC.
Dra. Jessica Gimpel
Medico Weternaria. Encargada Bioferio Gl
Dra. Dolores Busso
Bisloga. Profesor Asistenfe Fasultad de Medicina
Dr. Waldo Cerpa
Bioquimice. Profesor Asistente. Facultad de Cs Biolgicas. PUC.
M._Sc. Micaela Ricca
Encargada Bioterio. Facultad de Cs Biolagicas. PUC.
Dr. Ricardo Borquez
Ingeniem Agrénomo. Académico. Facuttad de Agronomia & Ingemieria Forestal. BUC.
Dir. José Luis Riveros
Médico Veterinaro. Académico. Facultad de Agronomia & ingenieria Forestal PUG.
M.5z. Gonzalo Chavez
Medico Veternanz. Membro Exfemo.
&r. Jorge Mufioz
Abogado
Dr. Juan Carlos Castilla
Bidlogo Marino. Académico. Facuitad de Cs Biokigicas. PUC

Participaron en la Aprobacién del Protocolo titulado: “Ecclogia del virus de influenza aviar
en la Anfartica: ef rol de las aves migratonas en la infroduccion del virus influenza en la poblascidn
de pingiinas™

Investigador y Académico Responsable: Rafasl Medina Silva

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

Momero asignado CEC: 150430002

Financiamiento: XX Concurso Macional de Proyectos de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica
Antartica.

Documentos revisados y aprobados por el comité:

Protocolo de Cuidado y Uso de Animales, compromisa del investigador, carta Gantt del proyecto
de investigacion, resumen del proyecto orginal, carts dirigida al comité ético cientifico,
describiendo las competencias de cada umo de los integrantes del equipe de investigacion,
respussta escrita a las observaciones de los revisores, informe de evaluacion de seguridad del
comité asesor institucional de seguridad en investigacion PUC.

Fundamentacicn de la aprobacion:

El protocole presentado “Ecologia del viruz de inflienza awviar en la Anfartica: ef rol de las aves
migraforias en la infroduccicn del virus influenza en la poblacidn de pinglinos”, comesponde a
un proyecto de investigacion cuyo objefivo central es evaluar la hipétesis en la que aves
migratorias actuarian comeo veciores transportando y confribuyendo a la infeccion de la avifauna
de pinglines en la Peninsula Antarfica con el virus de influenza aviar. Para evaluar esta
posibilidad, los auiores plantean cuantificar la presencia del virus en 3 especies de pinglinos
antarticos y en 5 especies de aves marinas migratorias (gaviolas, petreles, piqueros). Para elio,
los autores deberan obtener muestras de heces, sangre y secreciones de la fraquea de estas

especies en temeno, las que luego seran examinadas para evaluar la presencia del virus a traves
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de tecnicas de laboratonio estandar para este tipo de mediciones. Ademas, los autores planean
secuenciar &l virus, lo que les permitira realizar inferencias sobre el origen evolutivo del virus
presente en pingiiinos antirticos.

El protocolo contempla la captura y posterior liberacion de 1200 Pygosceliz adeliae, Pygoscelis
gentoo ¥y Pygoscelis shinsfrap (pollos, juveniles. adultos); 240 Macronecfes giganteus, 240
Chioniz alba, 240 Larus dominicanus, 240 Stema paradize, 240 Siercoranus maccommicki
(juveniles y adultos) lo que suma un total de 2400 animales en un periodo de tres afios.

Este proyecto se basa en =l estudic de influenza aviar en especies aviares silvestres autdctonas
en la zona Antartica, el muesires de las aves mencicnadas es fundamental para contestar la
hipotesis planteads, no existen modelos alternativos para el desarollo de la presente
investigacion.

El nimero de animales a utilizar fue calculado en base a ndmerc minimo de individuos que
permita determinar la prevalencia del virus en las poblaciones a muestrear. Las especies fusron
seleccionadas por su distribucion en el temitorio Antartico Chileno ademas de ser parte esencial
para dar respuesta a la hipdtesis planteada. La esencia del estudio hace inevitable muestrear
aves migratorias y residentes de termitorio Antartico. Es Importantemente destacar, que las 3
especies seleccionadas no estin en estado de peligro, lo que disminuiria el impacto ecolégico
del presente estudio.

En o que respecta al uso de animales este protocolo cumple con los principios basicos
planteados en el Codigo Sanitario de los Animales Terrestres de la Organizacion Mundial de
Sanidad Amimal, la Directiva Europea 2010/63UE vy la Guia para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio del Consejo Macional de Investigacion de los Estados unidos (ILAR,
NRC, 18846), documentos a los que adscribe esta institucion. El protocale cumple también con
&l principio de las 3Rs: Reemplazar, Reducir y Refinar.

Finalmente el Investigador y académico responsable, se compromete a dar fiel cumplimiento al
protocolo aprobado y garantizar que este comesponde a la metodologia presentada en el
proyecio: “Ecologia del vinus de influenza aviar en la Antarfica: el rol de laz aves migraforias en
Ia infroduccion ded virus influenza en la poblacion de pinglings "

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

Esta aprebacidn tiene vigencia de un afio. En la eventualidad de incorporar modificaciones como
par ejemplo, en el nimen de animales, el personal a cargo, los procedimientos especificados en
el protocolo aprobado u otros, el investigador debera notificar al comité para la evaluacion y

emision de una nueva acta de aprobacion ética.

Esfe proyecto ha sido aprobade con fecha 08 de Sepliembre de 2015 en la XVI™ Sesion del
Comité Efico Cientifico para &l Cuidado de Animales y Ambients.

Lo saluda muy atemtamente,

e e

Gloria Valdés .

Presidente del Comité Etico Cientifico para el
Cuidado de Animales y Ambiente.

PUC.

Santiago 09.09.2015
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