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5. RESUMEN

Diversos virus emergentes de origenes zoono6ticos han surgido este Gltimo tiempo.
Dentro de los mas importantes tenemos al virus Influenza Ay diferentes coronavirus.
Un reservorio para virus de estos géneros son las aves voladoras. A pesar que
existen diversos estudios de vigilancia sobre estos virus, se posee poca informacién
sobre su ecologia en el continente antartico, lugar donde existe una fauna Unica en
el mundo. Las aves migratorias poseen un rol fundamental en la introduccion y
presencia de estos virus. Postulamos que estas aves son posibles vectores para la
diseminacién viral entre el cono sur y el continente antartico. De esta forma, con el
fin de diagnosticar posibles infecciones virales emergentes o reemergentes nos
propusimos realizar un “screening” para Influenza A y coronavirus aviar en las 124
muestras ambientales obtenidas en el estudio de vigilancia realizado en 2020
durante la Expedicion Antértica Chilena 57 (ECA57). De manera paralela se utilizé
huevos embrionados de gallina con el fin de aislar estos virus y asi poder
caracterizar mas adelante estos patégenos. Por otra parte, utilizando herramientas
de NGS, se propuso realizar ensayos metagendmicos para determinar la diversidad

viral, utilizando al migrador carrofiero Chionis albus como hospedero.

Nuestros resultados mostraron la posible presencia de Influenza A en dos muestras,
sin embargo, ambas muestras no lograron ser adaptadas a huevo embrionado para
su aislamiento. Ademas, nuestros resultados también indican la presencia de
coronavirus aviar en el grupo 5, la cual logré ser adaptada a huevo embrionado. Por

otra parte, a partir de los resultados de NGS, se obtuvieron 118 contigs asociados
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a especies virales ya descritas previamente en la naturaleza, indicando la riqueza y

diversidad viral que poseen las muestras de un carrofiero como Chionis albus.

En conjunto, estos resultados sugieren que existe la presencia de Influenza Ay
coronavirus aviar dentro de las 124 muestras ambientales. Ademas, existe una
diversidad viral importante dentro de la especie Chionis albus, la cual indica su rol

como vector, reservorio y transportador de virus emergentes.
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6. SUMMARY

“Migratory birds: their role in the introduction and presence of emerging

viruses in Chilean Antarctic avian wildlife”

Several emerging viruses of zoonotic origin have emerged recently. Among the most
important are Influenza A virus and different coronaviruses. One reservoir for viruses
of these genera is flying birds. Although there are several surveillance studies on the
latter viruses, there is little information on their ecology on the Antarctic continent,
where there is a unigue fauna in the world. Migratory birds play a key role in the
introduction and presence of these viruses. We postulate that these birds are
possible vectors for viral dissemination between the southern cone and the Antarctic
continent. Thus, in order to diagnose possible emerging or re-emerging viral
infections, we set out a screening for Influenza A and avian coronavirus in 124
environmental samples obtained in the surveillance study carried out in 2020 during
the Chilean Antarctic Expedition 57 (ECA57). In parallel, embryonated chicken eggs
were used to isolate these viruses for further characterization of these pathogens.
On the other hand, using NGS tools, we proposed to perform metagenomic assays

to determine viral diversity, using the scavenging migrant Chionis albus as host.

Our results showed the possible presence of Influenza A in two samples, where both
positive samples failed to be adapted to embryonated egg for isolation. In addition,
our results also indicate the presence of avian coronavirus in group 5, which could
be adapted to embryonated egg. Moreover, from the NGS results, 118 contigs

associated with viral species previously described in nature were obtained,
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indicating the richness and viral diversity of samples from a scavenger such as

Chionis albus.

Taken together, these results suggest the presence of Influenza A and avian
coronavirus within the 124 environmental samples. In addition, there is significant
viral diversity within the Chionis albus species, indicating its role as a vector,

reservoir and transporter of emerging viruses.

XVi



7. INTRODUCCION

La globalizacion ha generado un gran aumento de la actividad humana, lo cual ha
afectado directa e indirectamente el clima, los ecosistemas y la biodiversidad.
Debido a esto es que ha surgido el concepto de ‘One Health’, el cual esta definido
como la colaboracion multidisciplinar para obtener una salud éptima, tanto para las
personas, animales y el entorno (de Macedo Couto & Brandespim, 2020). Uno de
los enfoques de esta disciplina es la vigilancia de enfermedades infecciosas
emergentes (EIE), las cuales se caracterizan por su reciente aparicion durante las
tltimas décadas y que se espera sigan aumentando en el futuro cercano (Garcia-

Sastre & Richt, 2019).

Las EIE tienen origenes zoonoticos; es decir, poseen la cualidad de transmitirse
desde animales hacia humanos, convirtiendo a estos eventos en una constante
amenaza tanto para la salud humana, como para la salud animal (Parrish et al.,
2008). Dentro de los causantes de las EIE se encuentran los virus emergentes (VE),
donde un reservorio a vigilar son las especies voladoras como murciélagos, aves e
insectos (Nabi et al., 2021). Los VE se caracterizan por su repentina aparicién en
habitats debido a cambios en el ecosistema local, pudiendo ser transportados
accidentalmente a través de hospederos y traspasar las barreras humano-animales

(Mourya et al., 2019)(Figura 1).
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Figura 1: Resumen esquematico del marco de analisis de los virus emergentes.
El aumento de la actividad humana en areas silvestres, el movimiento de los animales
salvajes hacia areas de actividad humana y nuevas caracteristicas de los virus
adquiridas por mutaciones, son algunas de las caracteristicas necesarias para la
aparicion de virus emergentes.

7.1 Virus emergentes con genoma ARN

Los virus, en particular los que poseen un genoma compuesto de ARN
(denominados Riboviria), son los parasitos mas abundantes del planeta y pueden
afectar a un amplio grupo de organismos (ser humano, animales, plantas y
bacterias) (Antunez, 2020). Este dominio viral posee la caracteristica de presentar
errores en la replicaciéon del genoma, debido a factores como un ciclo replicativo
rapido del virus, genomas pequefios y falta de capacidad correctora dentro de sus
polimerasas, generando que tengan una alta tasa de mutacion, evolucion y

divergencia (Garcia-Sastre & Richt, 2019).

7.2 Aves como reservorios virales
Las aves son importantes hospederos y reservorios de patdogenos con
caracteristicas zoonoticas a nivel mundial (Nabi et al., 2021). Su extensa poblacion,

gran biodiversidad de especies, sumado a sus rasgos ecologicos como la reunion y



agrupacion durante la alimentacion y el descanso, son factores que las convierten
en reservorios de diversos patégenos (Nabi et al.,, 2021). La migracion es una
estrategia habitual de las aves que ocupan habitats estacionales y puede abarcar
desde breves desplazamientos locales hasta migraciones intercontinentales,
conectando a casi todas las regiones de nuestro planeta gracias a sus ciclos
anuales de migracion (Bauer & Hoye, 2014). Sus comportamientos migratorios de
largas distancias les otorga la capacidad de transportar patdgenos entre lugares

muy distantes (Reed et al., 2003).

Las principales aves migratorias descritas cominmente como reservorios de virus
con genoma de ARN son las aves acuaticas del orden de los Charadriiformes (aves
costeras) y las Anseriiformes (aves acuéticas) (Domanska-Blicharz et al., 2021).
Estos 6rdenes comprenden un conjunto de aves biol6gicamente heterogéneas que
se caracterizan por su tamafio pequefio, habitar en zonas cercanas a la costa y
volar tanto en campo como en aguas abiertas. Debido a que habitan cerca del agua,
se alimentan de invertebrados u otros animales pequefios. Estan adaptadas a vivir
en una gran variedad de ecosistemas terrestres y acuaticos, haciéndolas parte
importante de la fauna de las costas en regiones articas, hasta los océanos e islas

ubicadas en el extremo del hemisferio sur (Endo & Nishiura, 2018).

A pesar que existe una mayor descripcion de virus con genoma de ARN dentro de
las aves de corral, las aves migratorias desempefian un papel quizas aun mayor
como hospederos y agentes de transmision de virus ARN (Domanska-Blicharz et

al., 2021). Dos virus que poseen mayor relevancia para la industria y para la



ecologia viral son los virus Influenza A (VIA) y coronavirus aviar (CA) (Cavanagh,

2005; Nufiez & Ross, 2019).

7.3 Influenza A

El VIA pertenece a la familia Orthomyxoviridae, una familia de virus de
nucleocépside con simetria helicoidal, que poseen genomas de ARN monocatenario
de polaridad negativa, dividido en ocho segmentos (Figura 2A) (Thomas &
Noppenberger, 2007). Los virus de esta familia se encuentran clasificados cuatro
géneros: influenza A, B, C y D. Las aves acuaticas son la principal fuente de VIA, el
cual también esta extendido en humanos y cerdos (Riedel, 2006). El virus influenza
B (VIB) y el virus influenza C (VIC) infectan principalmente a los humanos, y el virus
influenza D (VID) infecta animales ganaderos como vacas y cerdos (Thomas &

Noppenberger, 2007) (Figura 2B).

A. B .
Y
T 7 Hemaglutinina (HA) / \ /
) Proteina de matriz (M1)
AN
A Neuraminidasa (NA) / ‘\
) Complejo de polimerasa
3 (PA, PB1y PB2) — ‘ g E—
L Nucleoproteina (NP) \ /
& <
' kk / * N
i Canal i6nico (M2) [
Proteina de exportacién (NEP)

Figura 2: Esquema de estructura y transmision de VIA. A) Influenza A posee un
tamafio gendmico de 13,5 kb. Los ocho segmentos del genoma del VIA codifican 10
proteinas: hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA), proteinas de la matriz M1 y M2,
proteinas no estructurales (NS) NS1y NS2, la nucleocapside (N) y las tres polimerasas,
las proteinas PB1 (polimerasa basica 1), PB2 y PA (polimerasa acidica). llustracion
adaptada desde ViralZone. B) llustracién esquematica de la transmisién entre especies
del virus Influenza A. Los reservorios naturales de los Influenza A son las aves acuaticas
silvestres, a partir de las cuales pueden transmitirse a una amplia variedad de otras
especies. llustracién adaptada (Ma et al., 2015).




Los VIA se subtipifican en funcion de los antigenos hemaglutinina (HA) vy
neuraminidasa (NA), que son proteinas de superficie que se encuentran en la
envoltura viral. Hasta la fecha, se han descrito 16 subtipos de HA (H1-H16) y 9
subtipos de NA (N1-N9) en aves y pueden encontrarse en multiples combinaciones

(Ma et al., 2015).

Dentro del proceso infectivo de VIA, la proteina HA se une a los residuos de &cido
sidlico presentes en la superficie de las células del hospedero. Los residuos de acido
sidlico de tipo a-2,6 se encuentran en células epiteliales del tracto superior del
sistema respiratorio humano y los residuos de acido sialico de tipo a-2,3 se
encuentran en células epiteliales del intestino de aves y en tracto inferior del sistema

respiratorio humano (Matrosovich et al., 1999).

Las aves silvestres son especies mas comunmente asociadas a VIA 'y generalmente
se consideran reservorios naturales de este virus (Olsen et al., 2006), especialmente
en los 6rdenes Anseriiformes (cercetas, patos, gansos y cisnes) y Charadriiformes
(palomas, gaviotas y charranes). Ambos érdenes desempefian un papel en la
diseminacién a corto plazo del virus a grandes distancias (Hanson et al., 2008;

Olsen et al., 2006).

Los VIA circulan de manera endémica dentro y entre las aves migratorias, sin signos
visibles de enfermedad, pero al entrar en el sistema de produccién de aves de corral
pueden volverse altamente virulentos causando tasas considerables de mortalidad
(Graham et al., 2008). En el caso de enfermedades producidas por VIA en humanos,
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que estas infecciones provocan
entre 250.000 y 500.000 muertes al afio (Vemula et al., 2016) . En 1968 se introdujo
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en la poblacion humana un VIA de origen aviar del subtipo H3N2, que caus6 una
pandemia asociada a mas de un millbn de muertes en todo el mundo (Alymova et
al., 2016). Mas recientemente, en 2009, una pandemia de gripe causada por una
nueva cepa de H1IN1 provocé millones de infecciones en mas de 214 paises (Yang

et al., 2016).

7.4  Coronavirus aviar

Los coronavirus pertenecen a la familia de los Orthocoronavirinae, una subfamilia
de virus de morfologia esférica, que poseen un genoma de ARN monocatenario de
polaridad positiva, no segmentado (Figura 3A) (Dharmayanti & Nurjanah, 2020). Se
encuentran clasificados en cuatro géneros: Alphacoronavirus (a-CoV),
Betacoronavirus (3-CoV), Gammacoronavirus (y-CoV) y Deltacoronavirus (5-CoV).
El a-CoV y el B-CoV infectan a mdltiples especies de mamiferos, incluyendo
murciélagos, pangolines, camellos y humanos (Figura 3B). En cambio, los y-CoV
poseen su reservorio principalmente en aves voladoras, mientras que los 6-CoV se
encuentran tanto en aves como en algunos mamiferos (Dharmayanti & Nurjanah,

2020).

Estos ultimos dos géneros poseen una afinidad primaria por el sistema respiratorio
de sus hospederos aviares, provocando una inflamacién leve a grave en los epitelios
nasales y traqueales de las aves (Ambepitiya Wickramasinghe et al., 2015); sin
embargo, algunas de sus variantes poseen tropismo también por otros organos
como el sistema digestivo, los rifiones, el oviducto, los testiculos o las amigdalas

(Mitek & Blicharz-Domarnska, 2018).
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Figura 3: Esquema de estructuray transmisién de CA. A) El coronavirus es un virus
envuelto con un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo de 27,6 kb. El
genoma viral comprende un marco de lectura abierto (ORF) 1ab y 1b, que codifica 15
proteinas no estructurales (nsp2-16), entre ellas la ARN polimerasa dependiente de
ARN (RdRp), la proteina de espiga S, la proteina de envoltura E, la proteina de
membrana M vy la proteina de nucleocapside N. llustracion adaptada desde ViralZone.
B) llustracién esquematica de la transmision entre especies de los coronavirus.

La proteina S actia como proteina de union a la célula hospedera, lo cual sera
determinante del tropismo tisular y, en consecuencia, de su patogenia. Esta proteina
contiene dos subunidades: S1y S2. La subunidad S1 media la adherencia del virus,
mientras que la subunidad S2 inicia la fusion e internalizacién del virus en la célula
hospedera (Ambepitiya Wickramasinghe et al., 2015). La unidon por parte de la
subunidad S1 esta determinada por la molécula a-2,3 de AS presente en los tejidos

del hospedero (Yuan & Wen, 2021).

Los CA se encuentran de manera ubicua dentro de las aves migratorias y se han
detectado principalmente en aves acuaticas en la mayoria de los continentes del
mundo (Wille & Holmes, 2020). Hasta el afio 2020 se han identificado un total de
222 muestras positivas para y-CoV y 55 muestras positivas para 6-CoV a partir de
aves migratorias en diversos continentes: Europa, Asia, Africa, América del Norte,

América del Sur, Australia e incluso la Antartica (Wille & Holmes, 2020). Dentro de
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las aves de corral se ha detectado el virus de la bronquitis infecciosa (VBI), el cual
es clasificado como un y-CoV, y ha producido consecuencias econémicas para la

industria avicola en todo el mundo (Khataby et al., 2020).

La diversidad genética caracteristica de los CA les permite adaptarse e infectar
nuevos hospederos en cortos periodos de tiempo (Woo et al., 2009). Ejemplos de
esto son los casos previos de brotes asociados a coronavirus, como el sindrome
respiratorio agudo grave (SARS), el sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS)
y finalmente el 2019, la actual pandemia del COVID-19, causada por el
SARS-CoV-2, la cual ha tenido efectos devastadores en la economia mundial y en
la salud humana, llegando a 578.000.000 millones de casos documentados de
infecciones y mas de 6.400.000 de muertes asociadas a la enfermedad (World

Health Organization, 2022).

7.5 Ecologiaviral en la fauna antértica

La Antartica e islas subantarticas proporcionan un entorno Unico para la
coexistencia de una variedad de aves acuaticas y migratorias. Debido a su
aislamiento geogréfico, la introduccion de patégenos a estas poblaciones de fauna
puede tener efectos perjudiciales. Se tiende a pensar que la Antartica es un tipo de
“callejon sin salida evolutivo” para los virus, por lo que la introduccion de nuevos
patdogenos es un hecho poco comun; sin embargo, una vez introducidas, pueden

convertirse en endémicas dentro de la poblacion local de aves (Hurt et al., 2016).

Si bien existen varios estudios de vigilancia de VIA y de CA alrededor del mundo,

esto no ocurre para el continente antartico, lo que se demuestra/evidencia en la baja



cantidad de secuencias almacenadas en bases de datos (Figura 4) (Wille & Holmes,

2020).
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Figura 4: Comparacion de secuencias gendmicas y proteicas almacenadas segun
continente. A) Secuencias de proteina de Influenza A almacenadas segun el
continente donde estd almacenada hasta la fecha. (Influenza Research Database,
fludb.org) B) Secuencias de genomas coronavirus aviar aisladas, obtenidas desde aves
silvestres migratorias. (Wille et al, 2020).

En los ultimos diez afios se ha puesto de manifiesto un mayor conocimiento de la
diversidad virica presente en la fauna antartica. Las primeras investigaciones sobre
la salud de dicha fauna antartica basadas en ensayos serolégicos, mostraron la
exposicion previa a virus ARN pertenecientes a las familias Birnaviridae,
Flaviviridae, Orthomyxoviridae y Paramyxoviridae en aves como pinguinos, petreles

y escuas (Smeele et al., 2018).

Durante la ultima década, se ha podido utilizar ensayos basados en PCR para el
diagnéstico de virus en animales antarticos. Varios autores han contribuido con la
deteccion e identificacion de Influenza A en hospederos aviares dentro del
continente antartico de manera anual (de Souza Petersen et al., 2017; Hurt et al.,
2016; Neira et al., 2017; Seixas, 2016). Durante los ultimos afos se han detectado

seis subtipos de VIA (Tabla 1, Figura 5), algunos de ellos en distintas épocas del
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afo, lo que sugiere que estos virus podrian ser introducidos a la fauna antartica por

aves migratorias, o estar de manera endémica en la Antartica (Hurt et al., 2016).

Tabla 1: Resumen de los VIA que han sido detectados en aves pertenecientes a la peninsula
antartica.

Subtipo de Muestras
influenza A Especimen positivas/ Afio de muestreo Ubicacion Referencia
detectado Muestras totales
Isla Rey Jorge
Pingtiino Adelia 1/301 2013 (Bahia
H11N2 (Pygoscelis Almirantazgo) Hurt et al., 2014
adeliae) Isla Kopaitic
7/301 2013 (Rada Covadonga)
Paloma antértica - Isla Kopaitic
H11 (Chionis albus) '+ 2014 (Rada Covadonga)  Hurtetal. 2016

Pinguino barbijo

H5N5 (Pygoscelis (1/493 2015
antarcticus)

Pinguino barbijo
(Pygoscelis 8/513
antarcticus)

Pinguino papua
(Pygoscelis 13/513

papua)
Petrel gigante

HAN7 (Macronectes  1/299* 2009-2012

giganteus)

Isla Rey Jorge

(Punta Nargbski) Hurt et al., 2016

H5N5 2015-2016 Islas Aitcho Barriga et al., 2016

Isla Elefante de Souza Petersen
(Punta Stinker) etal., 2017

H6N8
Escua polar

(Stercorarius  13/615 2010-2013 Isla Elefante Seixas et al., 2016
maccormicki)

Se utilizaron herramientas moleculares y posteriormente fueron identificados mediante técnicas

basadas en secuenciacion. *. El virus no pudo ser aislado en huevo embrionado de gallina. Se
secuenci6 desde la muestra directa.

Estudios enfocados en la vigilancia de CA en el continente antartico han sido
escasos. De hecho, muy recientemente se detecto la primera especie de CA en la
peninsula antartica: una nueva especie de 6-CoV obtenido de pinglino papua,
ubicado en Isla Kopaitic, la cual fue encontrada realizando estudios metagenémicos,
por lo que se cuenta con una secuencia gendmica parcial (Figura 5) (Wille et al.,

2020).
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Figura 5: Mapa esquematizado de los VIAy CA detectados e identificados en aves
acuaticas en la peninsula antartica.

Tanto VIA como CA se caracterizan por su alta variabilidad gendmica y su gran
impacto a nivel ecoldgico, econdmico y sanitario. Comprender esta diversidad viral
es fundamental para predecir futuros riesgos de transmision o posibles brotes de
enfermedades virales. Por lo expuesto anteriormente, este estudio de vigilancia se
enfocé en detectar posibles VIA y CA presentes en la fauna antartica, con el fin de
dar continuidad a los estudios de vigilancia previos realizados en la peninsula
antartica y cerrar los vacios de informacion por la escasa informacion acumulada en

estos afos sobre ambos virus.

A pesar de que existan estudios de caracterizacion de VIA en especies como petrel
gigante (de Souza Petersen et al., 2017)y escua polar (Seixas, 2016), no existe

hasta la fecha un estudio especifico el cual caracterice virus provenientes de paloma
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antartica (Chionis albus). Para responder a esto, utilizando estudios metagendémicos
con herramientas de NGS, se identificO y caracterizd posibles nuevas especies
virales presentes en muestras de Chionis albus, donde se obtuvo informacion

genomica acerca de la diversidad viral presente en esta especie.

En conjunto, los resultados de este estudio complementan la informacion sobre la

ecologia viral dentro de la fauna perteneciente a la peninsula antartica.
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7.6 Hipotesis
“Las aves migratorias poseen un rol en la introduccion y presencia de
Influenza Ay coronavirus aviar dentro de la fauna perteneciente a la antartica

chilena”

7.7 Objetivo General:
Evaluar la presencia de Influenza A y coronavirus aviar en muestras

obtenidas desde la fauna ubicada en la peninsula antértica.

7.8 Objetivos especificos:

I. Detectar la presencia de virus Influenza A en muestras ambientales

obtenidas en Punta Armonia, Isla Nelson.

Il. Detectar la presencia de coronavirus aviar en muestras ambientales

obtenidas en Punta Armonia, Isla Nelson.

[ll. Determinar la diversidad viral presente en muestras cloacales de Chionis

albus.
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8. METODOLOGIA

8.1 Recolecciony preparaciéon de muestras ambientales

Se realizo el estudio de vigilancia denominado Expedicion Chilena Antéartica 57
(ECA57) en la peninsula antartica, en la localidad de Isla Nelson, especificamente
en el litoral Punta Armonia (62°18'0” S, 59°13’'0” W), el cual se realiz6 durante
diciembre del afio 2020. Entre los dias 15 y 18 de diciembre del 2020, se
recolectaron un total de 124 muestras ambientales (m.a.) desde la fauna antartica,
28 de las cuales se lograron identificar su hospedero procedente (Tabla 2), mientras
gue los 96 restantes fueron recolectados desde heces frescas encontradas en el
suelo antartico. Estas muestras fueron enumeradas segun su orden de recoleccion.
En detalle, 12 fueron recolectadas desde petreles gigantes (Macronectes
giganteus), 6 de paloma antértica (Chionis albus), 1 de cormoran (Leucocarbo
bransfieldensis) y 9 de foca de Weddel (Leptonychotes weddellii) (ver Apéndice).
Las 96 muestras obtenidas desde el suelo antartico se ubicaron dentro de colonias
de pingliinos papua y barbijo, junto a escluas y palomas antarticas. Las 124
muestras fueron recolectadas con hisopos estériles y fueron depositadas en tubos
Eppendorf de 1,5 mL con 500 pL de medio de transporte viral (MTV), el cual

contenia DMEM, penicilina (800 pg/ml), anfotericina B (10 pg/ml) y glicerol (85%).
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Tabla 2: Resumen de las muestras ambientales recolectadas en Punta Armonia, Isla Nelson.

Tipo de

Origen Cantidad Muestras
muestra
Petrel gigante .. 77,5, 41, 48, 45.1, 6, 16A, 16B, 24, 38,
(Macronectes giganteus) 12 Vomito 53A, 60
Foca de Weddell
(Leptonychotes weddellii) Heces 57,14,8.1,80.1, 97, 52.1, 78, 5, 23
Paloma antartica Torulado
(Chionis albus) 6 cloacal 35,66.1, 10,33, 71,25
Cormoran
(Leucocarbo 1 Vomito 97.1
bransfieldensis)
Sin hospedero
identificado % Heces )
Total 124

Se obtuvieron 28 muestras directamente desde el hospedero, mientras que los 96 restantes se
obtuvieron desde el suelo antartico, por lo tanto, no poseen hospedero identificado.

8.2 Procesamiento de muestras

Debido a la gran cantidad de muestras, y para optimizar recursos y tiempo, las 124
m.a. fueron reunidas en grupos de 5 muestras cada uno. Para esto se extrajo 50
puL de cada muestra y se construyeron grupos con un volumen final de 250 pL.
Teniendo esto en consideracion, se generaron finalmente 25 grupos, enumerados

del 1 al 25 (ver Apéndice).

8.3 Obtenciéon de huevos embrionados

Se utilizaron huevos embrionados de gallina, los cuales fueron inoculados con las
muestras problemas para la propagacion y aislamiento de VIA y CA. Estos huevos
fertilizados se obtuvieron de un aviario libre de patdégenos pertenecientes al Instituto
de Salud Publica (ISP). Estos huevos fueron previamente incubados entre 8-10
dias, tiempo estimado en que todavia el embrion no alcanza a desarrollar su sistema

inmune.
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8.4 Inoculacion e incubaciéon de huevos

Se prepararon los huevos volteandolos con el extremo romo hacia arriba, y se
etiquetaron con el nombre de la muestra a inocular. Dentro de una camara de flujo
laminar, se limpiaron los huevos con etanol al 70% para evitar contaminacion. Se
determind utilizar una mezcla de 50 yL de m.a. y 50 uL de MTV por cada huevo a
inocular. En los casos donde la muestra a inocular sea liquido alantoideo, se utilizé

100 pL de este dltimo y 100 yL de MTV por cada huevo.

Para la inoculacion se perforé un pequefio agujero en la cascara sobre el saco de
aire. Utilizando una jeringa de tuberculina de 1 mL, se inocul6 la muestra de interés
dentro de la cavidad alantoidea, evitando el contacto de la aguja con el embrion de
pollo o alguna arteria. Luego, se sell la perforacién con silicona fria para evitar el
ingreso de microorganismos externos. Finalmente, los huevos ya inoculados se
transfirieron a una incubadora con ambiente humedo a 37°C, donde se dejaron

incubando por 48 horas.

8.5 Cosechade liquido alantoideo

Luego de las 48 horas de incubacién, se mantuvieron los huevos inoculados a 4°C
por toda la noche. Al dia siguiente, se llevaron los huevos embrionados a una
camara de flujo laminar y se rompio la cascara con unas pinzas estériles. Ocupando
una pipeta Pasteur de 10 mL, se recuperé la maxima cantidad posible de liquido
alantoideo desde cada huevo (en promedio se obtuvo 2-3 mL, por lo que se

guardaron en dos tubos Eppendorf de 1,5 mL).

Nos referiremos a “traspaso” a la inoculacién y posterior cosecha de liquido
alantoideo obtenido desde un huevo embrionado inoculado con muestra problema.
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Los liquidos alantoideos obtenidos se guardaron a -80°C hasta su proxima
utilizacion.

8.6  Extraccion de material genético

Se utilizaron dos sistemas comerciales para extraer material genético viral (ARN).
Cuando se trabajo directamente sobre las m.a., se utilizd el sistema comercial
“E.Z.N.A.® Total RNA Kit” (Omega Bio-Tek) segun las indicaciones del fabricante.
Cuando se trabajé sobre los liquidos alantoideos extraidos de huevos embrionados,
se utilizd TRIzol® Reagent (ThermoFisher) segun las indicaciones del fabricante.

Las muestras de ARN se mantuvieron a -20°C.

8.7 Cuantificacion de material genético

Para corroborar la concentracion y pureza del ARN extraido desde la muestra de
interés, se midid la absorbancia utilizando el espectrofotometro EPOCH Take3. La
concentracion (ug/uL) se obtuvo mediante la ley de Lambert-Beer, donde se utilizd
una longitud de onda (A) de 260 [nm] para la obtencién de absorbancia y asi calcular

la concentracion de ARN de manera indirecta.
A(A) = ecl

A: absorbancia; = coeficiente de extincion; c¢= concentracion (ug/uL); I= longitud de cubeta

En el caso de la pureza, se utilizo la relacion Az2sonm/A2sonm, €l cual es un indicador

de la contaminacion por proteinas.
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8.8

Partidores

Los partidores fueron sintetizados en la empresa Integrated DNA Technologies Inc.

(IDT). Las secuencias de los partidores se muestran dentro de la Tabla 3.

8.9

Tabla 3: Partidores utilizados en esta Memoria de Titulo.

Partidor Secuencia 5°-3’

Cor Fw ACW CAR HTV AAY YTN AAR TAY GC
Cor Rv TCR CAY TTD GGR TAR TCC CA

1ZS Fw CDC AYG ART TYT GYT CNC ARC

1ZS Rv RHG GRT ANG CRT CWA TDG C

infA Fw GACCRATCCTGT CACCTCTGAC
infA Rv AGG GCATTY TGG ACA AAK CGT CTA
Sonda infA FAM TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG BHQ1
SVIP-MP Fw GGC CCCCTC AAAGCCGA

SVIP-MP Rv CGT CTACGY TGC AGT CC

Optil-F1 GTT ACG CGC CAG CAAAAG CAG G
Optil-F2 GTT ACG CGC CAG CGA AAG CAG G
Optil-R1 GTT ACG CGC CAG TAG AAA CAA GG

W=A/T, R=G/A, H=A/CIT, V= AIC/G, Y=CIT, N=A/C/T/G, D=A/G/T, S=G/C, B=C/G/T,
K=G/T, M=A/C, BHQ1= Black Hole Quencher-1, FAM= Amidita de fluoresceina

RT-PCR convencional y en tiempo real

Ocupando el ARN extraido desde las muestras y mantenidas a -20°C, se realiz

reacciones en cadena de polimerasa acoplada a una retrotranscripcion de tipo

convencional (RT-PCR) y en tiempo real (RT-gPCR). Para ambos métodos, se

utilizé el producto gRT-PCR Brilliant 11l Probe Master Mix de Agilent, siguiendo las

indicaciones del fabricante. Para los ensayos de RT-gPCR se utiliz6 sonda TagMan.

Partidores infA

Las condiciones especificas para la pareja de partidores de infA para la deteccion

de VIA estan detallados a continuaciéon en la Tabla 4.
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Tabla 4: Volimenes de reactivos utilizados para las reacciones de RT-gPCR usando los
partidores infA 'y su programa de temperatura asociado.

Reactivo Volumen (uL) Programa de amplificacién
Master Mix (2X) 10 Temperatura (C°)  Tiempo Proceso
Agua libre de nucleasas 6,3 50 10' Transcripcion Inversa
RT 1 95 3 Activacion PCR
infA Fw (10 uM) 0,4 95 15" L
. Amplificacion (x40)
infA Rv (10 pM) 0,4 60 45"
Sonda infA (15 uM) 0,4 4 0 -
Dye (15 pM) 0,3
DTT (1 mM) 0,2
ARN muestral 1
Volumen final 20

Partidores SVIP-MP
Las condiciones especificas para la pareja de partidores de SVIP-MP para la

deteccién de VIA estan detallados a continuacion en la Tabla 5.

Tabla 5: Volimenes de reactivos utilizados para las reacciones de RT-PCR usando los
partidores SVIP-MP y su programa de temperatura asociado.

Reactivo Volumen (uL) Programa de amplificacién
Master Mix (2X) 10 Temperatura (C°) Tiempo Proceso
Agua libre de nucleasas 7,2 50 10’ Transcripcién Inversa
RT 1 95 3 Activacion PCR
SVIP-MP Fw (10 pM) 0,3 95 10"
SVIP-MP Rv (10 pM) 0,3 64 30" Amplificacion (x45)
DTT (1 mM) 0,2 60 10"
ARN muestral 1 60 10' Extension
Volumen final 20 4 0 -

Partidores Optil
Las condiciones especificas para el trio de partidores Optil utilizados para realizar
reacciones de RT-PCR de multisegmento (M-RT-PCR) para la deteccion de VIA

estan detallados a continuacion en la Tabla 6.
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Tabla 6: Volumenes de reactivos utilizados para las reacciones de RT-PCR usando los
partidores Optily su programa de temperatura asociado.

Reactivo Volumen (uL) Programa de amplificacién

Master Mix (2X) 10 Temperatura (C°) Tiempo Proceso
Agua libre de nucleasas 7 50 10' Transcripcion Inversa
RT 1 95 3 Activacion PCR
Optil-F1 (10 pM) 0,14 94 30"
Optil-F2 (10 uM) 0,26 44 30" Amplificacion (x5)
Optil-R1 (10 pM) 0,4 68 3'30"
DTT (1 mM) 0,2 94 30"
ARN muestral 1 57 30" Amplificacion (x26)
Volumen final 20 68 3'30"

68 10' Extension

4 © -

Partidores Cor
Las condiciones especificas para la pareja de partidores Cor para la detecciéon de

pancoronavirus estan detallados a continuacion en la Tabla 7.

Tabla 7: Volumenes de reactivos utilizados para las reacciones de RT-PCR usando los
partidores Cor y su programa de temperatura asociado.

Reactivo Volumen (uL) Programa de amplificacion
Master Mix (2X) 10 Temperatura (C°) Tiempo Proceso
Agua libre de nucleasas 7 50 10’ Transcripcién Inversa
RT 1 95 3 Activacion PCR
Cor Fw (10uM) 0,4 95 15"
Cor Rv (10uM) 0,4 48 30" Amplificacion (x50)
DTT (1 mM) 0,2 60 15"
ARN muestral 1 60 10' Extension
Volumen final 20 4 ) -

Partidores IZS
Las condiciones especificas para la pareja de partidores de 1ZS para la deteccion

de pancoronavirus estan detallados a continuacion en la Tabla 8.
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Tabla 8: Volimenes de reactivos utilizados para las reacciones de RT-PCR usando los
partidores IZS y su programa de temperatura asociado.

Reactivo Volumen (uL) Programa de amplificacion
Master Mix (2X) 10 Temperatura (C°)  Tiempo Proceso
Agua libre de nucleasas 7 50 10’ Transcripcion Inversa
RT 1 95 3 Activacion PCR
1ZS Fw (10pM) 0,4 95 15"
I1ZS Rv (10uM) 04 45 30" Amplificacion (x50)
DTT (1 mM) 0,2 60 15"
ARN muestral 1 60 10' Extension
Volumen final 20 4 0 -

8.10 Electroforesis en gel de agarosa

Para el analisis de los productos de RT-PCR obtenidos, se realizé electroforesis en
gel de agarosa utilizando el sistema de buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X. El
porcentaje del gel de agarosa dependi6 del tamafio del amplicon generado durante
reaccion de RT-PCR. Para partidores SVIP-MP, Cor e IZS se utilizdé un porcentaje
de 2% y para los partidores Optil un porcentaje de 1,5%. La electroforesis se realizé
utilizando un voltaje de 70 V durante 30 minutos. En cada carril del gel se carg6 5
ML de producto obtenido desde los RT-PCR con 1 uL de buffer de carga 6X
(ThermoFisher). Como referencia, se utilizaron marcadores DNA Ladder de 1 kb y

100 bp (Life Technologies).

8.11 Inoculaciones en huevos embrionados
La cantidad de huevos embrionados utilizados en este trabajo se adaptaron a los
resultados obtenidos de RT-PCR. Aquellos grupos que entregaron amplicones para

VIA y CA fueron inoculados en nuevos traspasos (Tabla 9).
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Tabla 9: Traspasos en huevos embrionados realizados en esta Memoria de Titulo.

Muestras inoculadas en Primer traspaso Segundo traspaso  Tercer traspaso
huevo (t1) (t2) (t3)

Grupos 1-25 X - -
Grupo 5 - X X
Grupo 7 - X X
Muestras Grupo 5 X X _
(27,41, 69, 94.1, 98)

Muestras Grupo 7 X X )

(45, 48, 56, 66y 94.1)

Los grupos 1-25 se les realizd un primer traspaso (t1) de manera duplicada en dos huevos (H1, H2).
Los grupos 5y 7 se les realiz6 un segundo (t2) y tercer traspaso (t3) de manera quintuplicada
(H1-H5). Las muestras individuales de los grupos 5y 7 se les realizé un primer y segundo traspaso
de manera duplicada (H1 y H2).

8.12 Preparacion y enriquecimiento viral de muestras

Para aislar las particulas virales se realiz6 un procedimiento de enriquecimiento
mediante ultra-centrifugacion. Se construyeron 2 grupos: el primero con 6 muestras,
pertenecientes a Chionis albus, y el segundo que incluye las demas muestras
excluyendo las muestras pertenecientes a Chionis albus y Leptonychotes weddellii
(109 muestras). Previamente se centrifugd a 7.000 x g por 10 minutos con el fin de
eliminar los sedimentos de mayor tamafio. Luego se centrifugd a 30.000 x g por 3
horas y 15 minutos para sedimentar las particulas virales. Luego, se resuspendi6 el
sedimento en 150 yL de glicina 0.2 N, dejando reposar después en hielo y agitando
por flicking (movimiento rapido y repetido utilizando dedos para mezclar los
componentes) cada 5 minutos. Posteriormente, se agregd 150 uL de PBS 2X a pH
7,2,y se clarificé la muestra a 12.000 x g por 15 minutos. El sobrenadante se rescat6
y se centrifugd a 30.000 x g por 3 horas y 15 minutos, para asi rescatar nuevamente

las particulas virales. Por ultimo, el sedimento se resuspendio en 200 uL de PBS.
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8.13 Preparacion de bibliotecas y secuenciacion

Tras el enriquecimiento del ARN total para las secuencias viricas mediante
centrifugacion, se utilizé el kit “Ribozero Plus” de Illumina para eliminar ARN
ribosomal (ARNr), con un protocolo personalizado para Magelia (INOREVIA, Paris,
Francia). Se utilizaron 2 pL de ARN total dentro del instrumento. EI ARN total se
analiz6 con el sistema Bioanalyzer 2100 luego de utilizar un chip de nano ARN para
determinar la contaminacion por ARNr. A continuacién, para la preparacion de las
bibliotecas se realizé el protocolo lllumina para el ARN monocatenario presente

utilizando 100 ng de ARN.

8.14 Anélisis bioinformético

Se evalu6 la calidad de las lecturas, mapeo y ensamblaje de novo con la
herramienta Genomics Workbench (CLC, Qiagen, Paris, Francia). El ensamblaje de
lecturas se realizé con los siguientes parametros: longitud minima del contig = 200,
longitud méaxima de contig = 7500; tamafio de palabra y andamiaje automaticos, y
las distancias emparejadas fueron detectadas automaticamente. Por ultimo, las
lecturas se volvieron a mapear sobre los contigs para consolidar los resultados.
Finalmente, los contigs ensamblados se sometieron a un BLAST utilizando la base
de datos blast-nr perteneciente al National Center for Biotechnology Information

(NCBI).

8.15 Flujo de trabajo
Debido a la cantidad de m.a. y liquidos alantoideos, se establecio un orden en la
realizacion de la metodologia. Los 25 grupos fueron analizados directamente como

sus cosechas de liquidos alantoideos utilizando RT-PCR (Figura 6).
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Posteriormente, las muestras positivas se les analizaron sus muestras de manera
individual, con el fin de identificar cual es aquella muestra positiva original. Estas
muestras individuales fueron analizadas tanto directamente como sus cosechas de
liquidos alantoideos utilizando RT-PCR. Aquellas muestras individuales que

resultaron positivas, se consideraron con una posible presencia de VIA/CA.

Aquellos liquidos alantoideos que entregaron resultados positivos para VIA o CA

fueron nuevamente inoculados en huevos embrionados para aumentar el titulo viral.

Figura 6: Diagrama de flujo de experimentos realizados en el presente trabajo, con
el fin de establecer la presencia de VIAy CA en m.a. antarticas.
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9. RESULTADOS

9.1 Obtencion de muestras ambientales

La Expedicion Antartica Chilena 57 fue realizada con el fin de obtener muestras
provenientes de la fauna de la peninsula antartica, especificamente en Punta
Armonia, Isla Nelson, donde el principal objetivo fue la recoleccion masiva de
muestras para obtener una mayor probabilidad de deteccidon viral. Debido al
surgimiento de un brote de COVID-19 dentro de la base General Bernardo
O'Higgins, la expedicion ECA57 fue interrumpida y terminada antes de lo previsto,
con lo que se alcanzé a permanecer 4 dias en territorio antartico, resultando
finalmente en la obtencién de 124 m.a. (Figura 7), las cuales fueron recolectadas

en tubos Eppendorf de 1,5 mL con 500 uL de MTV y guardadas finalmente a -80°C.
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Figura 7: Mapa del litoral de Punta Armonia, Isla Nelson. Dentro de la leyenda se
puede observar las cotas que indican la altura correspondiente de la Isla Nelson, junto
con la ubicacién en donde se obtuvieron las muestras ambientales de cada especie.
Dentro de estas se encuentran petrel gigante (Macronectes giganteus), paloma
antartica (Chionis albus), cormoran (Leucocarbo bransfieldensis), esclas polares
(Stercorarius maccormicki), pingliino papua (Pygoscelis papua), pingtino barbijo
(Pygoscelis antarcticus) y foca de Weddell (Leptonychotes weddellii).
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9.2 Presenciade CA en muestras ambientales

Para realizar el screening para el CA, como control positivo se utilizaron muestras
provenientes de pacientes que resultaron positivos para SARS-CoV-2 (indicados
como C+, C1+ y C2+). Para la evaluacion de la presencia de CA se utilizaron los
partidores de uso estandar presentes en nuestro Laboratorio de Virus Emergentes:
Cor Fw/Rv (Vijgen et al., 2008)y IZS Fw/Rv (Lelli et al., 2013), los cuales amplifican
un fragmento conservado ubicado en la secuencia que codifica la proteina RdRp y

gue genera amplicones de 251 pb y 180 pb, respectivamente. Ambos partidores

Primeramente, se evalud la presencia de CA sobre las extracciones de ARN de los
grupos 1 al 25 utilizando RT-PCR y revelados posteriormente utilizando
electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TAE (Figura 8). Se observaron
amplicones asociados al tamafo esperado para los grupos g6, g7, g10, g13, g21,

022, 923y g24.
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Figura 8: Deteccion de CA en grupos 1-25 mediante RT-PCR utilizando partidores
Cor Fw/Rv. Los productos de amplificacion fueron resueltos utilizando electroforesis en
gel de agarosa al 2% en buffer TAE. El estandar de peso molecular corresponde a 1kb
DNA Ladder (Life Technologies). C1+ y C2+: controles positivos de SARS-CoV-2. C-:
control negativo. Tamafios tedricos de amplicones C1+ y C2+: 251 pb. Flechas rojas
indican amplicones para CA.
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Los grupos que entregaron amplicones se procedieron a analizar de manera
individual las muestran que los componen (Figura 9). El revelado en gel de agarosa

muestran amplicones en las muestras 64.1 (grupo 10), 42 y 47.1 (grupo 13).
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Figura 9: Deteccion de CA en muestras individuales de grupos 6, 7, 10, 13, 21, 22,
23 y 24 mediante RT-PCR utilizando partidores Cor Fw/Rv. Los productos de
amplificacion fueron resueltos utilizando electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer
TAE. El estandar de peso molecular corresponde a 1kb DNA Ladder (Life
Technologies). C1+ y C2+: controles positivos de SARS-CoV-2. C-: control negativo.
Tamanios tedricos de amplicones C1+ y C2+; 251 pb. Flechas rojas indican amplicones
para CA.

Posteriormente, se inocularon estos 25 grupos en huevos embrionados, utilizando
dos huevos por cada grupo (H1 y H2). Luego de cosechar los liquidos alantoideos
de estos huevos, se continué el screening realizando RT-PCR sobre las
extracciones de ARN de estos ultimos (Figura 10 y Figura 11). Dentro de todos los
grupos, el grupo 5 entregé un amplicon a la altura esperada en el huevo 1
(g5 t1 H1), indicando la posible presencia de CA en aquel liquido alantoideo (Figura

10).
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Figura 10: Deteccion de CA en primer traspaso (t1) de grupos 1-14 mediante RT-
PCR utilizando partidores Cor Fw/Rv. Los productos de amplificacion fueron resueltos
utilizando electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TAE. El estandar de peso
molecular corresponde a 100 bp DNA Ladder (Life Technologies). C+: control positivo
de SARS-CoV-2. C-: control negativo. Tamafios teéricos de amplicones C+: 251 pb.
Flecha roja indica amplicon para CA.
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Figura 11: Deteccién de CA en primer traspaso (t1) de grupos 15-25 mediante
RT-PCR utilizando partidores Cor Fw/Rv. Los productos de amplificacion fueron
resueltos utilizando electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TAE. El estandar
de peso molecular corresponde a 1kb DNA Ladder (Life Technologies). C+, C1+y C2+:
controles positivos de SARS-CoV-2. C-: control negativo. Tamafios teoricos de
amplicones C+, C1+y C2+: 251 pb.

Teniendo en consideracion el resultado obtenido, el screening para CA se enfoco
sobre el grupo 5. Con el fin de aislar las posibles particulas virales presentes en el
grupo 5, se realizd un segundo Yy tercer traspaso en huevos embrionados. Por
consiguiente, aquellos nuevos traspasos fueron analizados con RT-PCR

(Figura 12).
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Dentro del presente afio se agrego el uso de los partidores IZS Fw/Rv, los cuales,
debido a su temperatura mas baja de alineamiento, entrega una mayor probabilidad

de hibridacion entre los partidores y la secuencia blanco.

Dentro del segundo traspaso del grupo 5 se pueden observar amplicones a la altura

esperada en los huevos 1y 3 (H1 y H3) (Figura 12A), mientras que no se observan

bandas en el tercer traspaso (Figura 12B).
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Figura 12: Detecciéon de CA en grupo 5 mediante RT-PCR utilizando partidores IZS
Fw/Rv. (A.) Segundo traspaso de grupo 5. (B.) Tercer traspaso de grupo 5. Los
productos de amplificacién fueron resueltos utilizando electroforesis en gel de agarosa
al 2% en buffer TAE. El estdndar de peso molecular corresponde a 100 bp DNA Ladder
(Life Technologies). C+: control positivo de SARS-CoV-2. C-: control negativo. Tamario
teodrico de amplicon C+: 180 pb. Flechas rojas en panel A. indica amplicon para CA.

Finalmente, con el fin de identificar cual muestra es aquella que contiene el posibl

CA, se realiz6 RT-PCR sobre las muestras individuales del grupo 5 (Figura 13)

e

y

en sus segundos Yy terceros traspasos en huevos embrionados (Figura 14), en

donde no se observa bandas especificas a la altura esperada.
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Figura 13: Deteccién de CA en muestras individuales de grupo 5 mediante RT-
PCR utilizando partidores 1ZS Fw/Rv. Los productos de amplificacion fueron resueltos
utilizando electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TAE. El estandar de peso
molecular corresponde a 100 bp DNA Ladder (Life Technologies). C+: control positivo
de SARS-CoV-2. C-: control negativo. Tamafio teérico de amplicén C+: 180 pb.
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Figura 14: Deteccién de CA en muestras individuales de grupo 5 mediante RT-
PCR utilizando partidores Cor Fw/Rv. (A.) Primer traspaso de muestras 27, 41, 69,
94.1 y 98. (B.) Segundo traspaso de muestras 27, 41, 69, 94.1 y 98. Los productos de
amplificacion fueron resueltos utilizando electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer
TAE. El estandar de peso molecular corresponde a 1kb DNA Ladder (Life
Technologies). C+, Cl+ y C2+: controles positivos de SARS-CoV-2. C-: control
negativo. Tamafos tedricos de amplicones C+, C1+ y C2+: 251 pb.

Dentro del alcance de esta Memoria, se logré detectar un posible CA dentro del
grupo 5, especificamente en sus primeros y segundos traspasos en huevos

embrionados.

9.3 Presencia de VIA en muestras ambientales

Para realizar el screening para VIA, se utilizé el mismo flujo de trabajo utilizado en
el caso del screening de CA. Se realiz6 RT-PCR convencional utilizando dos (2)
parejas de partidores disponibles: SVIP-MP y Optil. La pareja de partidores
SVIP-MP amplifica un fragmento conservado ubicado en la secuencia que codifica
la proteina M y que genera amplicones de 189 pb (Nagy et al., 2021). Los partidores
Optil (conocidos como multisegmento) detectan de manera universal VIA, debido a
gue son capaces de reconocer el extremo 5 y 3"de los 8 segmentos del genoma

viral con el fin de amplificar todo el genoma viral. Estos tamafos corresponden a: M
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y NS (~1000 pb); NP y NA (~1500 pb); HA (~1700 pb) y las proteinas del complejo
viral de la polimerasa VRNP, PA, PB1 y PB2 (~2500 pb). Dentro del presente afio
2022 se incorpor6 el uso de RT-PCR en tiempo (RT-gPCR), el cual utiliza la pareja
de partidores infA junto con su sonda asociada. Esta pareja de partidores amplifica
un fragmento conservado entre distintas especies animales, ubicado en la
secuencia que codifica la proteina M y que genera amplicones de 121 pb. Como

control positivo se utilizaron dos muestras positivas para VIA humana: F2141 (C1+)

y F2149 (C1+y C2+).

Utilizando los partidores Optil, se observan amplicones en los grupos g7, g17 y g25
(Figura 15). Utilizando los partidores SVIP-MP se observa un amplicon en el grupo
7 (Figura 16), el cual coincide con el resultado observado anteriormente.
Considerando las amplificaciones realizadas con ambas parejas de partidores, se

procedio a inocular el grupo 7 en huevos embrionados de manera consecutiva.
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Figura 15: Deteccion de VIA en grupos (1-25) mediante RT-PCR utilizando
partidores Optil. Los productos de amplificacién fueron resueltos utilizando
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE. El estandar de peso molecular
corresponde a 1kb DNA Ladder (Life Technologies). C+: control positivo F2141.
C-: control negativo. Tamafios tedricos de amplicones: M y NS (~1000 pb); NP y NA
(~1500 pb); HA (~1700 pb); vRNP, PA, PB1 y PB2 (~2500 pb). Flechas rojas indican
amplicones para VIA.
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Figura 16. Deteccion de VIA en grupos 1-7 mediante RT-PCR utilizando partidores
SVIP-MP. (A.) Concentracién final de partidores de 200 [nM]. (B.) Concentracion final
de partidores de 150 [nM]. Los productos de amplificacién fueron resueltos utilizando
electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TAE. El estdndar de peso molecular
corresponde a 100 bp DNA Ladder (Life Technologies). C+, C1+: control positivo F2141.
C2+: control positivo F2149. C-: control negativo. Tamafios tedricos de amplicones C+,
C1+ y C2+: 189 pb. Flechas rojas en paneles A y B indican amplicones para VIA.

Para el primer traspaso del grupo 7 en huevo embrionado se puede observar que

no existio amplicdn asociado a la altura esperada (Figura 17).
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Figura 17. Deteccion de VIA en primer traspaso de grupo 7 mediante RT-PCR
utilizando partidores SVIP-MP. Los productos de amplificacion fueron resueltos
utilizando electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TAE. El estandar de peso
molecular corresponde a 100 bp DNA Ladder (Life Technologies). C+: control positivo
F2149. C-: control negativo. Tamafio teérico de amplicn C+: 189 pb.
Dentro del presente afio 2022 se implementd el uso de RT-gPCR dentro de esta
Memoria. Considerando esto, se procedid a analizar los segundos y terceros
traspasos del grupo 7 en huevo embrionado (Figura 18). Se observan resultados
negativos para los segundos y terceros traspasos del grupo 7, lo que demuestra

que las particulas de VIA presentes en aquel grupo no lograron crecer o adaptarse

a huevos embrionados.
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Figura 18: Deteccion de VIA en segundo (t2) y tercer traspaso (t3) de grupo 7
mediante RT-qPCR utilizando partidores infA Fw/Rv. C(pos): control positivo F2149.
C(neg): control negativo. Tamafios tedricos de amplicones C+: 121 pb.

Finalmente, con el fin de identificar cual muestra es aquella que contiene el posible
VIA, se realiz6 RT-gPCR sobre las muestras individuales del grupo 7 (Figura 19) y
en sus segundos y terceros traspasos en huevos embrionados (Figura 20).
Analizando las muestras individuales del grupo 7 (m45, m48, m56, m66 y m94.1),
se observa una sefal fluorescente en m45 al comienzo del ciclo 28. Sin embargo,
el primer (t1) y segundo traspaso (t2) de las mismas muestras individuales

resultaron negativas para VIA.
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Figura 19: Deteccién de VIA en muestras individuales del grupo 7 mediante
RT-gPCR utilizando partidores infA Fw/Rv. C(pos): control positivo F2149. C(neg):
control negativo. Tamafos tedricos de amplicones C+: 121 pb. Ct(m45): 34,6.
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Figura 20. Deteccidn de VIA en primer (t1) y segundo traspaso (t2) de muestras
individuales del grupo 7 mediante RT-gPCR utilizando partidores infA Fw/Rv.
C(pos): control positivo F2149. C(neg): control negativo. Tamafos tedricos de
amplicones C(pos): 121 pb.

Se analizé finalmente los grupos 17 y 25 utilizando la pareja de partidores infA

mediante RT-qPCR. Se observa una sefial fluorescente en el grupo 17 al comienzo

del ciclo 28 (Figura 21).
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Figura 21: Deteccion de VIA en grupos 17 y 25 mediante RT-qPCR utilizando

partidores infA Fw/Rv. C(pos): control positivo F2149. C(neg): control negativo.
Tamarios teéricos de amplicones C+: 121 pb. Ct(grupo 17): 33,5.

Dentro del alcance de esta Memoria, se logré detectar un posible VIA dentro del

grupo 7 (especificamente en la muestra 45) y grupo 17. Los resultados positivos en

las muestras directas y no en sus traspasos indican que este virus no logro

adaptarse a huevos embrionados.

9.4 Deteccion metagendmica viral en muestras de Chionis albus

La secuenciacion de nueva generacion (NGS) realizada sobre las seis muestras

pertenecientes a Chionis albus generd un total de 18.259.501 lecturas totales, los

cuales 1.817.608 (9.9%) pertenecen a lecturas de origen viral. A partir de esto, se

generaron 386 contigs (lecturas de secuencias superpuestas que se unen para

producir una secuencia unica), de los cuales 118 fueron asociados a especies

virales ya descritas previamente en la naturaleza. Estos virus se encuentran

clasificados en 17 familias virales (Picornaviridae, Peribunyaviridae, Parvoviridae,

Nimaviridae, Nairoviridae, Marnaviridae, Iflaviridae, Hypoviridae, Hominidae,
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Herpesviridae, Myoviridae, Hantaviridae, Geminiviridae, Flaviviridae, Caliciviridae,

Baculoviridae, Ackermannviridae) y 4 grupos no clasificados (Figura 22).
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Figura 22: Abundancia absoluta de las familias virales presentes en muestras
obtenidas de Chionis albus. Cada abundancia se encuentra medida en cantidad de

lecturas asociadas a cada familia.

Los 4 grupos no identificados son aquellos que, a pesar de tener similitudes en sus

contigs, al compararlas dentro de la base de datos pertenecientes al NCBI, no

lograron ser clasificadas dentro de un taxén.
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10. DISCUSION

10.1 Presenciade coronavirus aviar en muestras ambientales

En esta Memoria se utilizé principalmente la herramienta molecular RT-PCR para
realizar un screening para VIA 'y CA (y-CoV y 6-CoV) en 124 m.a. obtenidas desde
la fauna perteneciente a la peninsula antartica. La utilizacion de distintos métodos
de deteccion enriquece los resultados sugiriendo la presencia de CA en aves
silvestres antarticas. Actualmente solo existe un reporte por NGS que identifica un
contig de CA antartico (Wille et al., 2020) y de manera general, existen a la fecha
32 estudios de screening (utilizando RT-PCR y RT-qPCR), donde se han ocupado
9 métodos distintos (Wille & Holmes, 2020), provocando que existan rendimientos
diferentes en cada estudio, limitando las comparaciones entre ellos y obteniendo

sensibilidades y rendimientos estadisticamente diferentes (Chamings et al., 2018).

Dentro de esta Memoria se utilizé la pareja de partidores Cor Fw/Rv e IZS Fw/Rv,
debido a que ambos se encuentran previamente validados en estudios para la
basqueda de coronavirus (Lelli et al., 2013; Vijgen et al., 2008). Estos partidores son
de tipo ‘pancoronavirus’, es decir, poseen una secuencia de consenso degenerada,
lo que nos permite la deteccién de todo el espectro de coronavirus (a-CoV, p-CoV,
y-CoV y 6-CoV). Utilizando estas dos parejas de partidores se logré determinar la
presencia de CA en el grupo 5. Estas posibles particulas no fueron detectadas al
utilizar RT-PCR sobre la muestra directa, pero si fueron detectadas en sus primeros
y segundos traspasos (Figura 10 y 12). Podemos concluir que dentro de este grupo
existen particulas de coronavirus infecciosas, pero su bajo titulo viral no fue

suficiente para sobrepasar el limite de deteccion perteneciente al ensayo de
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RT-PCR. Al inocular de manera consecutiva en huevos embrionados, estas
particulas virales lograron replicarse en los tejidos del huevo, permitiendo obtener

una mayor cantidad de particulas de CA.

Al realizar los ensayos de RT-PCR sobre los 25 grupos (Figura 8), se observaron
amplicones para los grupos 6, 7, 10, 13, 21, 22, 23 y 24 sin embargo, estos
amplicones no se obtuvieron al realizar un analisis a sus muestras individuales
(Figura 9). Se cree que unas de las posibles causas a esta situacion sean las
multiples congelaciones y descongelaciones a las que fueron expuestas las
muestras. Los virus con envoltura (como los VIA y los coronavirus) poseen una
menor estabilidad y, por lo tanto, mayor fragilidad en comparacién con aquellos virus
sin envoltura, haciéndolos més inestables a cambios bruscos de temperaturas. Esto,
sumado a la naturaleza inestable de sus genomas de ARN, genera que la integridad
de los virus dentro de estas muestras podria verse afectada al momento de realizar

los ensayos de RT-PCR de manera reiterada.

10.2 Presencia de Influenza A en muestras ambientales

Utilizando las tres parejas de partidores (SVIP-MP, Optil e infA), se logr6 determinar
la presencia de VIA en la muestra 45 (perteneciente al grupo 7) y en el grupo 17.
Estos marcadores gendmicos fueron detectados analizando las muestras directas
(Figura 15 y 16), sin embargo, al inocular estas muestras en huevos embrionados
de manera consecutiva, no se obtuvieron resultados positivos para VIA. A partir de
esto podemos concluir que el VIA que se encuentra en la muestra 45 no se replico
en los tejidos del huevo. Consideramos que una razon para este hecho es que las

particulas de VIA presentes no se encuentren en forma de particula viral infectiva,
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sino que en forma de acidos nucleicos libres. Esta idea ratifica los resultados
negativos obtenidos en las inoculaciones del grupo 7 en huevos embrionados, ya
que, al no existir particulas virales infectivas, no seria posible su aislamiento en

huevos.

Esto podria explicar los resultados obtenidos en los ensayos de RT-qPCR para la
muestra 45 (Figura 19) y para el grupo 17 (Figura 21), donde ambos poseen un Ct
o umbral de ciclos (el numero de ciclos necesarios para que la sefial fluorescente
cruce el umbral) de 34,6 y 33,5 respectivamente. Aunque tengan valores razonables
para considerarlas como positivas, estos indican una baja cantidad de marcadores
gendmicos asociados a VIA (Bustin et al., 2009). Esto ultimo da pie a considerar la
posibilidad de una cantidad baja de particulas infectivas de VIA dentro de la
muestra, lo que afectaria directamente la probabilidad de adaptacién a huevo

embrionado.

La limitada cantidad de estudios donde se ha logrado detectar Influenza A podria
indicar que la presencia de este virus dentro de la fauna antértica no es un hecho
frecuente. Se cree que los virus que se han encontrado previamente son ingresados
por aves migratorias, y que no se encuentran totalmente adaptados a las aves que
se encuentran en el continente antartico (Smeele et al., 2018), lo que podria dar una
explicacion a la baja frecuencia en la deteccion de este virus dentro de esta

Memoria.

10.3 Deteccion metagen6mica de virus mediante NGS
Dentro de los estudios de virologia, el aislamiento de una especie viral utilizando
huevos embrionados es un proceso que suele tener complicaciones técnicas,
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debido a la intervencion de diversas variables. En base a la bibliografia, casos
similares han ocurrido previamente, donde autores han tenido complicaciones al
momento de aislar VIA, como en el caso de un subtipo H11 detectado en paloma
antartica (Hurt et al., 2016) y un subtipo H4N7 detectado en petrel gigante (de Souza
Petersen et al., 2017). En ambos estudios, los subtipos detectados no lograron
adaptarse efectivamente a los tejidos del huevo embrionado, lo que podria estar
asociado a caracteristicas nuevas adquiridas por los virus que le impidan adaptarse
a las aves de corral. El uso de NGS en ambos estudios les permitieron a los autores
obtener las secuencias de acidos nucleicos presentes en sus muestras positivas, lo
que le permitid, en caso de Hurt et al., identificar segmentos como HA, MP y NS y

a de Souza Petersen et al. los segmentos HA 'y NA.

Unos de los problemas presentes dentro de los estudios de vigilancia viral es el
estado y preservacion de las muestras ambientales colectadas. Factores abi6ticos
como el pH, luz, y temperatura podrian afectar las particulas virales dentro de las
muestras. Como resultado, la cantidad de ARN viral presente podria variar
considerablemente, lo que podria afectar al momento de utilizar herramientas

moleculares como RT-PCR o RT-gPCR (Fleige & Pfaffl, 2006).

Enfoques metagendmicos nos permiten obtener secuencias de genes o incluso los
genomas completos de organismos no cultivables presentes dentro de una muestra
compleja. Teniendo esto en cuenta, consideramos necesario el uso de herramientas
de secuenciacion de Sanger o Illumina con el fin de subtipicar y caracterizar los virus
encontrados en las muestras positivas para VIA (muestra 45, grupo 17) y CA (grupo

5) y asi obtener informacion acerca de las secuencias genomicas presentes.
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De manera paralela se realizo la preparacion de las muestras y enriquecimiento de
las muestras de Chionis albus, las cuales fueron derivadas a secuenciacion
utilizando tecnologias lllumina. Los resultados obtenidos derivaron en la préxima
publicacién denominada “Scavengers as a sentinel for viral diversity: the Snowy
sheathbill virome as a tool for monitoring virus introduction/circulation in Antarctica”.
Este estudio se centra en el analisis de las seis muestras de paloma antartica, las
cuales entregaron un total de 118 contigs asociados a especies virales ya descritas
previamente en la naturaleza. Este estudio menciona la presencia de especies
virales asociadas a moluscos, crustaceos, plantas, bacterias, hongos, cerdos,
pinnipedos y humanos (Figura 23). Ademas, se destaca la presencia de secuencias
asociadas a virus humanos como sapovirus (Caliciviridae) y gammaherpes

(Herpesviridae).

Estos virus se encuentran clasificados en 17 familias virales y 4 grupos no
clasificados, los cuales hacen destacar la diversidad y heterogeneidad viral que
posee el viroma de Chionis albus. Se sugiere que esto es resultado de posibles
transmisiones inter-especie debido a su dieta, la cual es particular considerando que
es una especie depredadora y carrofiera (Lin et al., 2018): se alimenta de Kkrill,
peces, calamares, carrofia, algas, placenta, sangre, heces de focas y también toma
huevos y polluelos de otras especies de aves. A medida que esta especie se
alimenta, los virus presentes en estos hospederos se van almacenando dentro del
intestino de la paloma antartica. Esto explicaria la gran diversidad de familias virales

asociadas a hospederos provenientes de taxones tan distantes. Sus capacidades
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migratorias le permiten ademas la posibilidad de ser vector para virus entre

diferentes lugares de la Antértica y el continente.
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Figura 23: Representacion de ladiversidad del viroma encontrado en muestras de
Chionis albus obtenidas en ECA57.

10.4 Variables biéticas y abidticas presentes en la recoleccion de muestras

Se sugiere tomar en consideracion las fechas de recoleccion de muestras realizadas
en la ECA57. Esta expedicién fue realizada en diciembre del afio 2020, época en la
gue no existe la maxima densidad poblacional de aves en la peninsula antartica.
Esta densidad alcanza su apogeo en los meses de enero y febrero, ya que durante
esas fechas tanto pingliinos como aves voladoras comienzan la anidacién y crianza
de sus polluelos. Es de esperarse que una alta densidad de aves esté
correlacionada con una mayor circulacién de virus (Barbosa & Palacios, 2009;
Gittins et al., 2020). Por esto se cree que la obtencion de muestras fuera de estos
dos meses afecta directamente en la probabilidad de deteccion de virus. Aun asi,

esto se menciona de manera especulativa, ya que a la fecha no existen estudios
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asociados. El brote de COVID-19 sucedido dentro de la base General Bernardo
O'Higgins y la interrupcion de la ECA57 se debe considerar también como unas de
las razones que haya afectado la toma de muestras, debido a la obtencion de una

menor cantidad de muestras esperadas (n=124).

Considerando el resultado obtenido asociado al 6-CoV encontrado en pinguino
papua, la comparacion dentro de la base de datos del NCBI el cual fue centrado en
la secuencia ORFlab de RdRp (Wille & Holmes, 2020) determind que existe
similitud en sus secuencias gendmicas con varios 6-CoV detectados en palomas y
halcones ubicadas en los Emiratos Arabes y también en gaviotas ubicadas en
Finlandia y Polonia (Wille & Holmes, 2020). Esta informacion sugiere que el rango
de hospederos en aves silvestres podria ser mucho mayor que la descrita
actualmente. Especies como las gaviotas comunes (Larus spp.) podrian jugar un rol
importante en la introduccién de virus emergentes, considerando sus movimientos
migratorios dentro del hemisferio sur y el hecho que es un reservorio importante de

0-CoV (Wille et al., 2020).

A manera de dar continuacion a los estudios de ecologia viral en territorio antartico,
dentro de los meses de enero y febrero del presente afio se realiz6 la Expedicion
Antartica Chilena ECA58, el cual fue liderado por el Dr. Gonzalo Barriga Pinto. Esta
expedicion se enfoco en la recoleccion de nuevas m.a. y, ademas, la extraccion de
sueros aviares, permitiendo futuros estudios de serologia, como ensayos por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) o ensayos de inhibicion de la

hemaglutinacion enfocados a virus especificos.
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10.5 Limitaciones experimentales

Cabe destacar que el periodo experimental de esta Memoria fue realizado
mayoritariamente durante el primer semestre del afio 2021. La pandemia del
COVID-19 y la consecuente restriccion de movilidad fueron limitantes al momento
de acceder a nuestro laboratorio. EI Programa de Virologia, ubicado en la Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile, fue convertido de manera provisoria (en
aguel periodo) en centro de diagndstico para SARS-CoV-2, lo que redujo
considerablemente nuestro espacio para trabajar, junto con el acceso a materiales

e instrumentos de laboratorio.

Se debe considerar el uso de huevos embrionados para el aislamiento del VIA
presente en el grupo 17. La limitacion en la disponibilidad de huevos embrionados

y el tiempo requerido para el analisis completo sera considerado para trabajo futuro.

Como propuesta para trabajos futuros consideramos el uso de lineas celulares para
aislamiento celular, recomendadas en literatura, como células caninas Madin-Darby
(MDCK), células primarias de embrién de pollo (CEK) o fibroblastos primarios de
embrion de pollo (CEF) (Moresco et al., 2010), las cuales se caracterizan por sus

altos niveles de expresion de ambos tipos de AS (a-2,3 y a-2,6).

A pesar de estas limitaciones, se logré identificar VIA y CA, los cuales podrian ser
utilizados como punto de partida para nuevas investigaciones y futuramente
secuenciados desde los huevos embrionados para caracterizar en detalle estas
muestras. La determinacion del viroma presente en Chionis albus nos revela la

complejidad y alta diversidad viral presente en la muestra. Este estudio nos confirma
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gue Antéartica sigue siendo un territorio enigmatico, y pone en evidencia la
importancia de esta Memoria para complementar los vacios de informacién que
existen dentro de esta area de las ciencias. Se requieren futuros y continuos
estudios de vigilancia para comprender de mejor manera la ecologia viral presente

en este continente.
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11. CONCLUSIONES

Se logré detectar VIA dentro de las muestras provenientes de la fauna

antartica, siendo el séptimo reporte de este virus en la peninsula antartica.

De igual manera, se logré detectar CA en las muestras provenientes de
la fauna antartica, siendo el segundo reporte de este tipo de virus en la

peninsula antartica.

Analisis metagenomico del viroma de Chionis albus sugiere una alta
diversidad de virus, incluso provenientes de mamiferos, pudiendo estar

asociado a sus comportamientos carrofieros.
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13. APENDICE

Apéndice 1: distribucién de muestras ambientales obtenidas de la ECA57.

Grupo Muestras Grupo Muestras
1 43 58 68 8 77 14 46 97 971 38 521
PG F Cor F
2 25 33 65 35 57 15 541 89.1 611 87 31
CA F
3 431 681 7 4 61 10 991 26 95 56.1
16
CA
4 14 72 5 17 81 881 981 70 78 -
F 17 F
5 27 69 94 98 41 18 2 3 4 5 6
PG F PG
6 81 62 64 84 51 7 9 10 12 13
E 19
7 66 45 941 48 56 20 15 16A 16B 17 19
PG PG PG
8 9% 52 91 67 47 21 21 22 23 24 25
F PG
9 63 79 80 811 90 22 26 27 28 29 31
10 5 73 76 641 0911 32 33 34 3B 37
23 CA
11 79.1 59 901 9 80.1 24 38 39 44 53A 53B
F PG PG
12 40 99 66.1 451 54 o5 60 71 74 75 82
CA PG PG CA CA

13 89 42 19 88 47.1

Las muestras se encuentran divididas dentro de 25 grupos. PG: Petrel gigante;
CA: Chionis albus; Cor: Cormoran; F: Foca de Weddell
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