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RESUMEN

El virus distemper canino (VDC) es el agente causal de una de las enfermedades
infecciosas mas relevantes en carnivoros a nivel mundial. En las Gltimas décadas se han
reportado diversos brotes con alta mortalidad en especies silvestres, los que provocaron
una gran disminucion en las poblaciones afectadas, poniendo en riesgo la conservacion
de especies amenazadas. Con el objetivo de determinar la presencia de VDC en
diferentes especies silvestres en Chile, se realizé un estudio longitudinal de deteccién del
gen de la Fosfoproteina (gen P) mediante n-RT-PCR. Se analizaron 136 muestras de
sangre entera de carnivoros clinicamente sanos provenientes de un zooldgico de la
Region Metropolitana y de zorros chilotes (Lycalopex fulvipes) de vida libre. Como
resultado, no se detect6 el gen P en ninguna de las muestras analizadas, siendo todas
clasificadas como negativas. La evidencia encontrada, en conjunto con estudios previos,
sugiere que el contacto de los zorros chilotes con perros infectados con VDC podria tener
graves consecuencias en cuanto a su salud y conservacién, causando disminucion
poblacional o extinciones locales a lo largo de su distribuciéon. Se recomienda realizar
estudios serolégicos y moleculares de carnivoros silvestres y domésticos en zonas
habitadas por zorro chilote que permitan comprender la epidemiologia del virus en
ambientes naturales para diseflar medidas preventivas adecuadas para proteger ésta
especie. Finalmente, se recomienda continuar la vigilancia del virus mediante pruebas
serolégicas que confirmen la utilidad de la vacunacibn como medida preventiva en

zoolégicos y mantener protocolos sistematicos de vacunacion.

Palabras clave: Virus distemper canino, n-RT-PCR, fauna silvestre, zooldgicos,

Lycalopex fulvipes.



ABSTRACT

Canine distemper virus (CDV) is the causal agent of one of the most relevant infectious
diseases in carnivores worldwide. In the last decades, several outbreaks with high
mortality in wildlife species have been reported, which caused a large decline of the
affected populations, putting at risk the conservation of threatened species. In order to
determine the presence of CDV in different wild species in Chile, a longitudinal study of
detection of the Phosphoprotein gene (P gene) was carried out by n-RT-PCR. A total of
136 whole blood samples were analyzed, collected from different clinically healthy
carnivores from a zoo in the Metropolitan Region and free-ranging Darwin’s foxes
(Lycalopex fulvipes). As a result, the presence of P gene was not detected in any of the
analyzed samples, so all were classified as negative. The evidence found, in conjunction
with previous studies, suggests that the contact of Darwin’s foxes with CDV infected dogs
could have severe consequences in their health and conservation status, causing
population decline or local extinctions throughout its distribution. It is recommended to
perform serological and molecular studies in wild and domestic carnivores in areas
inhabited by Darwin’s foxes that allow understanding the epidemiology of the virus in
natural environments, in order to design adequate preventive measures to protect this
specie. Finally, it is recommended to continue monitoring the virus through serological
tests that confirm the efficacy of vaccination as a preventive method in zoos and maintain

systematic vaccination protocols.

Keywords: Canine distemper virus, n-RT-PCR, wildlife, zoo, Lycalopex fulvipes.



INTRODUCCION
Virus Distemper Canino

El virus distemper canino (VDC) es un Morbillivirus perteneciente a la familia
Paramyxoviridae. Es un virus envuelto, cuyo genoma esta conformado por ARN no
segmentado, de hebra simple y polaridad negativa, que codifica ocho proteinas virales,
seis de ellas estructurales, entre las que se incluyen las proteinas de la Matriz (M), Fusion
(F), Hemaglutinina (H), Nucleocapside (N), Polimerasa Grande (L) y Fosfoproteina (P),
ademas de dos no estructurales, las proteinas V y C (Martella et al, 2008; Loots et al.,
2017a). El gen P corresponde a una region altamente conservada del genoma que
codifica para la proteina del cofactor de la polimerasa, la que actia junto al gen L y juntas
son responsables de la sintesis de ARN, por lo que son esenciales para la replicacion
viral (Vagnozzi y Carrillo, 200; Nikolin et al., 2012).

Se han realizado variados analisis filogenéticos basados en el gen H de diferentes cepas
de VDC provenientes de todo el mundo, que han revelado que éstas se agrupan en al
menos 14 linajes segun las diferentes areas geogréficas, entre las que se encuentran:
America-1, America- 2, America-3, America-4, Arctic-like, Rockborn-like, Asia-1, Asia-2,
Africa-1, Africa-2, European Wildlife, South America-1/Europe-1, South America-2 y South
America-3 (Martinez - Gutiérrez y Ruiz - Sdenz, 2016). Estudios realizados en Chile han
determinado que en el pais circulan al menos los linajes Europe-1 y America-1 (Salas,
2013; Abarca, 2015).

El distemper canino es una importante enfermedad infecciosa de distribucion mundial,
gue aunque se relaciona comiunmente al perro doméstico (Canis lupus familiaris), tiene
un gran rango de hospederos, causando patologia en la mayoria de las familias del orden
carnivora, e incluso en otros 6rdenes (Origgi et al., 2013; Sheldon et al., 2017). Esta
patologia multisistémica es altamente contagiosa y febril, pudiendo cursar con signologia
respiratoria, gastrointestinal, neurolégica, cutanea, urinaria, linfatica, endocrina y

esquelética (Appel y Summers, 1995; Beineke et al., 2015).

El VDC es transmitido principalmente via respiratoria, mediante contacto directo con
secreciones y aerosoles. La incubacion puede variar entre una a cuatro semanas, y su
excrecion comienza siete dias post infeccion, lo que ocurre en todos las secreciones
corporales de los individuos con infeccién aguda, existan o no signos clinicos (Appel y
Summers, 1995). Los animales que logran recuperarse, continian excretando el virus por

més de 60 a 90 dias, existiendo ademds una larga persistencia del virus en tejidos como



neuronas, urotelio, almohadillas plantares y uUvea (Martella et al.,, 2008; Greene y
Vandevelde, 2012).

Su curso puede ser agudo o subagudo y la presentacion puede ir desde infeccion
asintomatica o subclinica (en un 25-75% de los perros), hasta cuadros neurolégicos
mortales (Appel y Summers, 1995; Deem et al., 2000). La virulencia y sintomatologia
varian dependiendo de la cepa involucrada, condiciones ambientales y del hospedero,
siendo relevantes el estado y respuesta del sistema inmune del animal y su edad,
existiendo una mayor mortalidad en perros jovenes que en adultos (Martella et al., 2008).
Formas leves de la enfermedad son comunes y se incluyen signos como letargia,
disminuciéon del apetito, fiebre e infecciones del tracto respiratorio superior, siendo
habitual la descarga oculonasal serosa que puede volverse mucopurulenta acompafiada

de tos y disnea (Greene y Vandevelde, 2012).
Diagnéstico

El diagnoéstico clinico de esta patologia suele ser dificil debido a la variabilidad de signos
que presenta, y a que suele confundirse con otras enfermedades digestivas o

respiratorias (Gallo - Calderon et al., 2007; Wyllie et al., 2016).

El diagndstico de rutina mediante inmunofluorescencia es un método de baja sensibilidad,
ya que solo es capaz de detectar los antigenos durante las tres primeras semanas post
infeccion. Los métodos serolégicos como ELISA o seroneutralizacion, son de escaso
valor diagnéstico debido a que altos titulos de anticuerpos pueden deberse a
vacunaciones previas y dar como resultado falsos positivos, ademas, el diagnéstico
mediante inmunoensayos es poco confiable debido a que entrega resultados variables
dependiendo de la etapa de la enfermedad (Elia et al., 2006; Gallo - Calderén et al.,
2007). A pesar de lo anterior, se considera que la seroneutralizacion es la prueba de
eleccién para la medicién de titulos de anticuerpos y la mas indicada para estudios

epidemioldgicos (Greene y Vandevelde, 2012).

El aislamiento viral, a pesar de ser definitivo, es un método que consume gran cantidad
de tiempo, pudiendo demorar varias semanas en realizarse. El diagnostico molecular
mediante RT-PCR se ha utilizado en multiples ocasiones de forma satisfactoria para el
diagnostico de VDC, ademas de ser muy util para estudios epidemiologicos del virus y
para el estudio de las dinamicas de circulacion de las diferentes cepas entre los animales
susceptibles (Elia et al., 2006; Martella et al., 2008).



Para fines de manejo clinico, es necesario contar con un método diagndstico sensible,
especifico y rapido, capaz de detectar la infeccibn en etapas tempranas mediante la
deteccion de pequefias cantidades del virus. El RT-PCR anidado (n-RT-PCR), se realiza
con los productos obtenidos mediante RT-PCR, y tiene el potencial de aumentar la
sensibilidad de deteccién (Shin et al., 2004). Para las técnicas moleculares, las muestras
biol6gicas mas recomendados para detectar el virus son la orina, sangre entera e

hisopado conjuntival (Elia et al., 2015).
Epidemiologia

El distemper canino genera alta morbilidad y mortalidad en poblaciones de perros no
vacunadas a nivel mundial, siendo menos frecuente en paises industrializados debido a
la mayor tasa de vacunacién (Shin et al., 2004). Pueden infectarse animales de todas las
edades, siendo mayor la susceptibilidad en los cachorros (Appel y Summers, 1995). La
prevalencia en perros urbanos es mayor entre los tres y seis meses de edad, lo que se
correlaciona con la disminucién de los anticuerpos maternos luego del destete. En
contraste, en poblaciones aisladas de perros, la enfermedad afecta a individuos de todas

las edades de forma severa y extensa (Greene y Vandevelde, 2012).

Con el paso de los afios el rango de hospederos se ha ampliado, pero se sigue
considerando al perro como el principal reservorio del virus, el que podria actuar como
fuente de infeccion para la fauna silvestre (Gowtage - Sequeira et al., 2009; Greene y
Vandevelde, 2012). A pesar de lo anterior, recientemente se ha estudiado la importancia
de la fauna silvestre en la diseminacion del patégeno, ya que en algunos casos serian
éstas especies las que habrian actuado como reservorio del virus (Almberg et al., 2009;
Prager et al., 2012; Belsare et al., 2014, Viana et al., 2015; Nikolin et al., 2017).

La infecciébn por VDC se ha confirmado en mudltiples especies silvestres, existiendo
reportes de casos clinicos en diversas familias de carnivoros terrestres, incluyendo
Canidae, Felidae, Hyaenidae, Mustelidae, Mephitidae, Procyonidae, Ursidae, Ailuridae y
Viverridae (Deem et al., 2000; Beineke et al., 2015). Ademas se ha reportado en
especies no carnivoras, entre las que se encuentran miembros de los 6rdenes Primates,
Rodentia, Pilosa y Cetartiodactyla (Appel et al., 1991; Qiu et al., 2011; Origgi et al., 2013;
Sheldon et al., 2017).

A pesar del gran numero de especies a las que el virus puede infectar, la morbilidad y
mortalidad generada varia ampliamente seglin la especie involucrada (Deem et al.,

2000), pudiendo llegar a tasas de un 100% en especies como el hurén doméstico



(Mustela putorius furo) (Wyllie et al., 2016). En las ultimas décadas han ocurrido diversos
brotes con alta mortalidad en especies de fauna silvestre como hurén de patas negras
(Mustela nigripes), perro salvaje africano (Lycaon pictus), le6n (Panthera leo), y lobo
etiope (Canis simensis) (Williams et al., 1988; Roelke - Parker et al., 1996; Van de Bildt et
al., 2002; Gordon et al., 2015). Estos eventos provocaron una gran disminucién en cada
una de las poblaciones afectadas, lo que demuestra la importancia que puede
representar el patdgeno en la conservacion de especies silvestres, aumentando la
preocupacién sobre el riesgo de extincion que puede suponer para las especies
amenazadas (Viana et al., 2015; Loots et al., 2017b). Recientemente, se dio a conocer la
confirmacion de cinco casos mortales de VDC en pandas gigantes (Ailuropoda
melanoleuca) en China (Feng et al., 2016) y posteriormente en un ejemplar de leopardo
de Amur (Panthera pardus orientalis), considerado el felino mas amenazado del mundo y
catalogado como en Peligro Critico por la Union Internacional para la Conservacién de la
Naturaleza (UICN) (Sulikhan et al., 2018).

En un estudio realizado por Pope et al. (2016), se examinaron a 50 mapaches (Procyon
lotor) y ocho zorros grises (Urocyon cinereoargenteus), entre los que se encontraban
tanto animales con y sin signologia compatible con infeccion por VDC. El virus se detecto
en el 74% de los individuos mediante RT-PCR en tiempo real, incluyendo al 54.5%
(12/22) de los animales clinicamente sanos al momento del estudio. Los resultados de
esta investigacion demuestran la importancia que pueden representar los animales que a
pesar de no evidenciar signologia, pueden estar infectados de manera subclinica o
haberse recuperado de la infeccion aguda, y permanecer como individuos
persistentemente infectados que podrian actuar como fuente de infeccion del virus (Pope
etal., 2016).

A nivel nacional, son escasos los reportes asociados al virus en especies silvestres, entre
los cuales se incluyen un brote de alta mortalidad que ocurrié el afio 2003 en zorros
culpeo (Lycalopex culpaeus) y zorros chilla (Lycalopex griseus) en el Parque Nacional
Bosque de Fray Jorge, en el cual se observaron diversos animales con signologia similar
al distemper en los que el diagnostico serolégico e histopatolégico reveld una posible
asociacion de estos animales a VDC (Moreira y Stutzin, 2005). Existen ademas estudios
seroldgicos en los que se han reportado anticuerpos contra el virus en zorro culpeo, zorro
chilla (Acosta-Jamett et al., 2011), visén (Neovison vison) (Sepulveda et al., 2014) y en

una coleccion zooldgica de la Region Metropolitana (Campos, 2011).



Durante el afio 2013, seis ejemplares de lobo de crin (Chrysocyon brachyurus) del
Parque Zooldgico Buin Zoo (PZBZ) murieron presentando signologia clinica y patolégica
concordante con distemper canino. El brote fue confirmado molecularmente en dos de los
casos mediante RT-PCR a través de la deteccion del gen H del virus. El analisis
filogenético realizado indicO que los aislados pertenecian al linaje South America-
1/Europe-1 (Abarca, 2015). Este es el unico caso en Chile en el cual se ha realizado
confirmacion diagnostica de VDC en especies de fauna silvestre. Aunque aparentemente
s6lo los lobos de crin fueron afectados por el brote, no existe informaciéon sobre otros
animales del recinto que pudieron haber presentado la infeccion de manera asintomatica,

pudiendo actuar como focos de infeccion del agente.

El zorro chilote (Lycalopex fulvipes) es una especie endémica de Chile, clasificada como
en peligro por la UICN. Una de las amenazas mas importantes para su conservacion es
el contagio de enfermedades desde perros domésticos, considerandose al VDC como el
patdgeno potencial mas relevante (Silva - Rodriguez et al., 2016). A pesar de esto, a la
fecha no existen reportes cientificos de zorros chilotes expuestos o infectados por el
virus. En un estudio seroldgico realizado en zorros chilotes en diferentes poblaciones
ubicadas entre Nahuelbuta y el archipiélago de Chiloé, donde se utilizd la técnica de
seroneutralizacion para establecer la presencia de anticuerpos anti VDC en estos
animales, se obtuvo como resultado todos los animales negativos, lo que podria implicar

gue estas poblaciones sean altamente susceptibles al virus (Kroeger, 2016).

Existen muy pocos estudios tanto en ambientes naturales como en colecciones
zoolégicas en los que se investigue a través de técnicas diagndsticas directas a especies
de fauna silvestre como portadores asintomaticos y potenciales fuentes de infeccion del
VDC. Conocer el estatus infeccioso de las especies silvestres permitiria implementar
acciones de prevencion y control para la enfermedad. Considerando los antecedentes
expuestos, mediante esta memoria de titulo se analizaron molecularmente muestras de
sangre entera de carnivoros silvestres pertenecientes a colecciones zoologicas y
ambientes naturales, con el objetivo de determinar la presencia de VDC en animales

clinicamente sanos.



MATERIALES Y METODOS

El andlisis de las muestras se realiz6 en los laboratorios de Virologia Animal y
Microbiologia del Departamento de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

1. Muestras y controles

Se analizaron 139 muestras de sangre previamente recolectadas en tubos con EDTA
provenientes de diversas especies de carnivoros silvestres clinicamente sanos, 94 de
ellas pertenecientes a la coleccion del PZBZ y 45 de zorros chilotes de vida libre
provenientes del sur de Chile, incluyendo la cordillera de Nahuelbuta, alrededores de
Valdivia y la isla de Chiloé, donde se encuentran las principales poblaciones de ésta
especie. Las muestras sanguineas fueron obtenidas en diferentes muestreos realizados
entre los afios 2012 y 2016 y almacenadas a -20°C en el PZBZ y posteriormente
trasladadas al laboratorio de Virologia Animal. Las muestras fueron obtenidas en el
marco de los proyectos financiados por el PZBZ “Salvando al zorro de Darwin: una
aproximacion desde la medicina de la conservacion” y “Zooldgicos como centinelas para

el manejo sanitario de fauna silvestre en chile”.

Como control positivo se utilizé ARN extraido desde muestras sanguineas de perros

positivas a la deteccién del gen P a través de n-RT-PCR (Mateo, 2015).

Como control negativo se utilizaron muestras de ARN extraidas desde muestras de
sangre con anticoagulante (EDTA), de perros no vacunados sin signos de la enfermedad.

Por ultimo, como control de reactivos, se empled agua estéril libre de nucleasas.
2. Deteccién del gen P de la Fosfoproteina del VDC mediante n-RT-PCR

Obtencién del ARN viral: La extraccion del ARN se realiz6 mediante el kit de extraccion
TRIZOL® LS (Invitrogen®), cuyo procedimiento se realiza a temperatura ambiente (TA).
Se mezclaron 0,75 mL de reactivo con 0,25 mL de la muestra, para lisar células
suspendidas, haciendo pasar la suspension varias veces a través de una pipeta. Luego,
se afiadieron 0,2 mL de cloroformo y las muestras fueron agitadas durante 15 segundos.
Posteriormente se incubaron a TA por 15 minutos y se centrifugaron a 12.000 xg durante
15 minutos a 4°C. A la fase acuosa se le agregd 0,5 mL de isopropanol y se incub6 a TA
por 10 minutos, siendo posteriormente centrifugada a 12.000xg por 8 minutos. Luego se
agrego6 1 mL de etanol al 75% al precipitado, se agité en vortex y se centrifug6 a 7.500 xg

por 5 minutos a TA. El precipitado de ARN fue secado al vacio durante 5 minutos y se



resuspendié en 100 uL de agua estéril libre de nucleasas. Finalmente, se incub6 el ARN

durante 15 minutos a 50-60°C y se mantuvo a -20°C hasta su posterior utilizacion.

RT-PCR y n-RT-PCR: Para la realizaciéon de la técnica, se utilizé un termociclador Apollo
(CLP, USA) de 96 de pocillos de 0.2 mL cada uno.

Partidores: Se utlizaron dos pares de partidores del gen P: CDV-1. 5'-
GGATGTGGAGAACGCAATAC-3 y CDV-2: 5-GGAGGTCTCTCAATAGTTGA-3', para la
amplificacién de 1069 pares de bases (pb) (Rzezutka y Mizak, 2002). El segundo par de
partidores CDV-A: 5-ATGTTTATGATCACAGCGGT-3" y CDV-B: 5-
ATTGGGTTGCACCACTTGTC-3', permite la amplificacion de 429 pb (Barrett et al.,
1993).

Mezcla de lareaccién: La reaccion RT-PCR se realizé utilizando los partidores CDV-1y
CDV-2 y el kit “SuperScript one step RT-PCR with platinum Taq” de Invitrogen®,
siguiendo las indicaciones del fabricante, el cual consiste en 25 uL de “2x Reaction Mix”
(0,4mM de cada desoxirribonucleétido y 3.2 mM de MgSOQO,), 2 uL de “SuperScript. lll RT/
Platinum Taqg Mix”, 2 uL de cada partidor y 19 uL del templado de ARN para alcanzar un
volumen de 50 uL totales.

El primer paso consiste en la transcripcion reversa, la cual fue efectuada a 42°C por 50
minutos, seguida por una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 minutos. Luego, un
PCR de 35 ciclos (desnaturalizacion: 94°C durante un minuto; alineamiento: 50°C por 2
minutos; extensién 72°C durante 2 minutos) y una elongacion final de 72° C durante 6
minutos (Pardo et al., 2005).

Para cada muestra procedente del RT-PCR, el n-RT-PCR se realizé en un tubo con una
mezcla de 11 uL de Master Mix 2X (Fermentas ®), 5 uL del partidor CDV-A, 5 uL del
partidor CDV-B y 1 uL de producto (muestra). Esto se incub6 a 94 °C por 2 minutos y la
amplificacién se llevdé a cabo en 30 ciclos con desnaturalizacion a 94 °C durante un
minuto, alineamiento a 55°C durante un minuto y elongacién a 72 °C durante un minuto.

La elongacion final se realiz6 a 72 °C durante 6 minutos.

Visualizacién de los productos amplificados: Se realiz6 mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2%. El producto de cada PCR fue mezclado con un producto comercial de
carga (Fermentas®), que contiene glicerol para dar densidad a la muestra y azul de
bromofenol, con el fin de verificar la migracion de las bandas de ADN. La electroforesis se

realizo a 90 V por 45 minutos. Después de la electroforesis, se llevo a cabo la incubacion



con bromuro de etidio (BE; 0,5 ug/mL) durante 40 minutos y se visualizé bajo luz

ultravioleta (UV) en un transiluminador, para ser finalmente fotografiado.

Medidas de bioseguridad: Para la realizacion del trabajo de laboratorio, se adoptaron
las medidas de seguridad requeridas para los niveles de bioseguridad establecidos para
los laboratorios de Microbiologia y Virologia Animal. Estas consisten en el uso de material
limpio y estéril, utilizacion de delantal blanco y guantes de latex desechables, tanto en la
preparacion de las mezclas de PCR como en la incubacion del gel en BE. Para la
visualizacibn de los productos amplificados, al involucrar la utilizacion de wun
transiluminador de luz UV, se requiere del uso de una placa de acrilico y gafas con filtro
UV, para proteger la vision del observador. Finalmente, el gel sumergido en BE fue
incinerado junto a los guantes utilizados en esta tarea, debido a que este compuesto

posee propiedades mutagénicas.



RESULTADOS
Realizacion del n-RT-PCR para la deteccién del gen P de la Fosfoproteina del VDC.

Para las 139 muestras de sangre entera obtenidas de fauna silvestre tanto cautiva como
de vida libre, se realiz6 la reaccion en cadena de la polimerasa previa transcripcion
reversa y posteriormente con los productos obtenidos se realiz6 el PCR anidado
utilizando el segundo par de partidores. En la realizacion de cada una de las reacciones,
se incluyeron ademas sus respectivos controles positivos, negativos y de reactivos.
Luego se realiz6 la visualizacién de los productos obtenidos utilizando gel de agarosa al
2%, en donde en todos los casos, los controles positivos generaron una banda de alta
intensidad de alrededor de 400 pb.

En cuanto a los aislados de campo, en las 45 muestras obtenidas de zorros chilotes de
vida libre clinicamente sanos, en ninguno de los casos se obtuvo visualizacion de
bandas, por lo que todas las muestras fueron consideradas como negativas a la

deteccién del gen de la fosfoproteina del VDC (Anexo 1).

En el caso de las 94 muestras obtenidas de carnivoros en cautiverio del PZBZ, se realiz6
el mismo procedimiento, y al igual que en el caso de los zorros chilotes, no se
visualizaron bandas de alta intensidad en ninguno de los casos, por lo que todos los
animales muestreados fueron clasificados como negativos a la presencia del gen P del
VDC (Anexo 2).



DISCUSION

“El monitoreo sanitario es fundamental para detectar, identificar y minimizar las
consecuencias negativas de las enfermedades infecciosas” (Huff et al.,, 2017). El
distemper canino es una de las enfermedades infecciosas més relevantes en carnivoros
domésticos, cuyo rango de hospederos se ha extendido ampliamente en las Ultimas
décadas. Existen reportes de mortalidad causada por el virus en una gran variedad de
especies de diferentes 6rdenes de mamiferos, por lo que actualmente se considera una
amenaza para la salud y conservacion de animales silvestres a nivel mundial (Martinez -
Gutiérrez y Ruiz - Sdenz, 2016). La prevencion de esta enfermedad requiere de una clara
comprension de los potenciales hospedadores en riesgo de infeccién. Esto no sélo es
indispensable para establecer medidas preventivas y protocolos de tratamiento para
animales infectados en cautiverio, sino también para la vigilancia y evaluacién de riesgo

en cuanto a posibles brotes de la enfermedad (Loots et al., 2017b).

En el presente estudio se obtuvo como resultado un 100% de muestras negativas a la
infeccién por VDC, tanto en zorros chilotes de vida libre como en diferentes carnivoros

silvestres cautivos.

Aunque se trata de un agente infeccioso muy estudiado globalmente, en Chile existen
pocos estudios sobre el virus en especies silvestres, o que representa una debilidad
frente a posibles brotes y dificulta la planificacion para el manejo preventivo del patégeno.
Ademas, la gran habilidad del VDC para infectar multiples especies, combinado con la
gran poblacién de perros del pais, con bajas tasas de vacunacion sobre todo en zonas
rurales, aumentan la preocupacion por brotes en perros que puedan afectar especies no

domésticas de vida libre o de poblaciones cautivas periurbanas.

Para la realizacion de esta memoria de titulo se escogié al zorro chilote debido a que se
trata de una especie endémica en peligro de extincién, cuya principal amenaza son las
enfermedades infecciosas transmitidas desde perros domésticos, considerandose al VDC
como la més importante a pesar de no existir a la fecha reportes cientificos de individuos
afectados por el virus (Silva - Rodriguez et al., 2016). Por lo anterior, es de gran
importancia recopilar informacién epidemiolégica que contribuya a determinar el grado de
amenaza que representa el patdogeno para la salud y conservacion de esta especie.
Dentro de los escasos estudios cientificos sobre VDC realizados en el pais, se realizé
una evaluacion serologica con la intencién de determinar la presencia de anticuerpos

contra morbillivirus en las poblaciones de zorro chilote que habitan entre la cordillera de

10



Nahuelbuta y la isla de Chiloé. Todas las muestras resultaron negativas, por lo que se
estima que ambas poblaciones carecerian de inmunidad humoral frente al patégeno
(Kroeger, 2016).

En el aflo 1992, se realiz6 en California un estudio seroldgico en zorros de las islas
(Urocyon littoralis), en el cual se determind que los animales muestreados no contaban
con inmunidad adquirida contra VDC, lo que podia sugerir que el patégeno no habia sido
introducido a las islas en estudio, 0 que la especie era altamente susceptible a la
infeccién, por lo que muy pocos individuos eran capaces de sobrevivir al virus. Los
autores planteaban que en caso de que el virus fuera introducido al lugar, habria un alto
riesgo de que se ocasionara un brote de alta mortalidad debido a la falta de evidencia de
inmunidad adquirida en estos zorros (Garcelon et al., 1992). En 1999 ocurrié un declive
en la poblacién de esta especie de hasta un 95% en algunos sectores. A pesar de
tratarse de una poblacién altamente monitoreada, se logré recuperar la carcasa de un
solo individuo, en el que mediante estudios moleculares se detectd el gen P del VDC.
Ademas, el 87% de los animales testeados contaban en ese momento con anticuerpos
anti VDC. La evidencia encontrada confirmé que la disminucién del tamafio poblacional
habria sido provocada por un brote de VDC (Timm et al., 2009).

El reporte de los zorros de las islas es clave para demostrar la importancia de los
hallazgos presentados en esta investigacién, ya que fueron incluidos el 88% de los
individuos muestreados por Kroeger en 2016, por lo que ademas de no presentar el virus
al momento del muestreo, los animales incluidos en el presente estudio tampoco
contaban con inmunidad frente al patégeno. Esto ultimo sugiere dos posibles escenarios,
en primer lugar que no han sido expuestos al virus, o segundo, que debido a su gran
susceptibilidad, muy pocos sobrevivirian a la infeccion. La ausencia de hallazgos fisicos
en el caso de este segundo escenario se explica debido a que las mortalidades
esporadicas en animales silvestres son dificiles de detectar in situ, tanto por la
descomposicion réapida de las carcasas como por la accion de animales carrofieros
(Wobeser, 2007).

De acuerdo a los resultados obtenidos, en caso de que los zorros chilotes sean expuestos
al VDC, existiria un elevado riesgo de ocurrencia de un brote de alta mortalidad muy
similar a lo reportado en los zorros de las islas por Garcelon et al. en 1992 y
posteriormente por Timm et al. el afio 2009. Lo anterior, sumado a la alta seroprevalencia

de VDC en perros reportada por Sepulveda et al., (2014) en la Region de Los Rios
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(41,6%) y Acosta-Jamett et al., (2015) en la Region de la Araucania (52%), ambas areas
con presencia de zorro chilote, y a la alta mortalidad que puede causar el VDC en
animales sin exposicidn o infeccion previa (Roelke - Parker et al., 1996; Jin et al., 2017),
representa un escenario propicio para la ocurrencia de una epidemia que podria extinguir
poblaciones locales de la especie y ser una amenaza para Su conservacion,
especialmente dentro de su distribucion continental, donde habitan poblaciones mas

pequenfias y aisladas (Silva - Rodriguez et al., 2016).

Un caso similar al de esta investigacién fue reportado por Millan et al. (2016), quienes
estudiaron lobos ibéricos (Canis lupus) a través de RT-PCR en tiempo real y
seroneutralizacién, obteniendo resultados negativos a la deteccién del virus mediante
ambas pruebas. Los autores recalcaban que debido a la ausencia de inmunidad
adquirida, era muy probable que de ocurrir un brote de VDC, habria consecuencias
dramaticas en cuanto a disminuciéon de la poblacién, ya que se trata de una especie
amenazada que habita lugares aislados, comparable al caso de los zorros chilotes.
Ademas, debido a que los anticuerpos que se obtienen al exponerse al virus generan
inmunidad de por vida, la ausencia de anticuerpos neutralizantes en los individuos adultos
indica que el VDC podria estar causando mortalidad en la poblaciéon estudiada (Millan et
al., 2016).

Se ha demostrado que los brotes ocasionados por morbillivirus pueden causar un gran
riesgo de extincibn en poblaciones pequefias de especies que se encuentren
amenazadas. Lo anterior debido a las devastadoras consecuencias que pueden causar
enfermedades como el distemper canino en poblaciones sin inmunidad adquirida o

altamente susceptibles al virus (Harder y Osterhaus, 1997).

Se recomienda continuar con la vigilancia del estado sanitario de los zorros chilotes a
través de estudios seroldgicos y de deteccién molecular, en los que se incluyan tanto a
carnivoros silvestres como domésticos en las zonas habitadas por esta especie. Se
espera que las futuras investigaciones permitan comprender la epidemiologia del virus en
ambientes naturales en Chile con el fin de disefiar medidas preventivas adecuadas para

proteger a los zorros chilotes.

EL VDC también ha sido reportado como una amenaza importante para la salud y
bienestar de poblaciones de mamiferos silvestres cautivos. En Chile existen dos reportes
cientificos relacionados, un estudio descriptivo realizado el afio 2011 en el PZBZ, el cual

detectd un 7,1% de seroprevalencia en carnivoros mediante seroneutralizacién (Campos,
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2011). El segundo reporte describe un brote de distemper canino que afecté a los lobos
de crin de este mismo recinto el afio 2012, el cual causoé la mortalidad de seis individuos
(Abarca, 2015). Ambos casos confirman la relevancia que puede tener este virus en la
salud de las poblaciones silvestres cautivas en Chile, por lo que es importante conocer su
situacion epidemiolégica.

Todos los animales cautivos evaluados durante el presente estudio resultaron negativos a
la presencia del gen P del VDC, siendo importante considerar que las muestras
analizadas fueron obtenidas en un periodo de 5 afios, entre 2012 y 2016, de forma previa
y posterior al brote que afecté a los lobos de crin (Abarca, 2015). En esta memoria se
esperaba detectar si existié circulacién del virus entre los diferentes recintos del PZBZ
durante el brote ocurrido en 2013, pero la evidencia encontrada indica que sélo los lobos

de crin se vieron afectados, no encontrando a ninguna otra especie infectada por el virus.

Existe escasa informacién sobre deteccién molecular de VDC en poblaciones cautivas de
carnivoros silvestres clinicamente sanos a nivel mundial, por lo que este estudio
representa un aporte a la epidemiologia del agente. Los resultados de este trabajo son
similares a los reportados por Furtado et al. (2017), donde fueron analizadas 68 muestras
de sangre provenientes de felinos clinicamente sanos del Zool6gico de Sao Paulo y de
vida libre, todas con resultados negativos a la deteccion de VDC mediante n-RT-PCR.
Debido a que el virus se encuentran presente en la sangre de los individuos afectados
principalmente durante la fase aguda de la infeccion, es importante considerar el
momento de la captura y toma de muestra de los individuos, siendo de utilidad recolectar
otros tipos de muestras biol6gicas, como por ejemplo hisopado conjuntival u orina
(Furtado et al., 2017). El tipo de muestra utilizada es un factor relevante en este tipo de
estudios, por lo que se recomienda que en investigaciones futuras se incluyan tejidos

biolégicos adicionales para aumentar la probabilidad de deteccion.

Para establecer la implicancia del virus en animales en cautiverio, se realizé una revision
de reportes de casos clinicos de VDC producidos mediante infeccién natural (Anexo 3).
Como resultado se obtuvo que de un total de 33 casos estudiados, provenientes de 27
publicaciones, 63,6% de ellos corresponden a eventos con mortalidad en los que se
vieron afectados al menos tres individuos, y un 30,3% a brotes con al menos diez
animales involucrados. Ademas, de los reportes analizados, 54,5% de ellos involucran a
especies que se encuentran amenazadas en su conservacion, ya sean como vulnerables

0 en peligro de extincion, incluyendo entre otros, tigre siberiano (Panthera tigris altaica),
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leopardo de las nieves (Panthera uncia) y panda rojo (Ailurus fulgens) (Konjevi¢ et al.,
2011; Chinnadurai et al., 2017; Zhang et al., 2017).

La mayor prioridad para el control del VDC se basa en mantener altas tasas de
vacunacion en carnivoros susceptibles utilizando vacunas eficaces que induzcan una
inmunidad sélida, sobre todo en areas con alta densidad de perros domésticos que
puedan estar en contacto con carnivoros silvestres (Harder y Osterhaus, 1997).
Considerando lo anterior, la ausencia de deteccion de VDC en los carnivoros cautivos
reportada en esta memoria podria explicarse debido a la vacunacién sistematica que se
ha implementado desde el afio 2013 en el PZBZ. En este periodo se comenzé a
inmunizar de forma anual a todos los canidos mediante una vacuna recombinante vy
desde entonces no han ocurrido nuevos casos clinicos dentro de la coleccion (Hidalgo,
2018%).

Se recomienda complementar este estudio mediante pruebas serolégicas como
seroneutralizacién en todos los carnivoros de la coleccion para evaluar de manera
periddica los titulos de anticuerpos entre las especies susceptibles a VDC. Ademas, se
recomienda ampliar el rango de especies a vacunar, y se espera que en un futuro sean

incluidos todos los carnivoros de la coleccion.

! HIDALGO, E. 2018. [Comunicacién personal]. Parque Zoolégico Buin Zoo,
Departamento de Conservacion e Investigacion.
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ANEXO 1

Tabla N°1: Resumen de muestras de zorros chilotes (Lycalopex fulvipes) de vida libre.

MUESTRAS ZORROS CHILOTES VIDA LIBRE

Fecha

30145 25-03-2014 Nahuelbuta - Butamalal - Negatlvo
30217 27-03-2014 Nahuelbuta - Butamalal = Negativo Negativo
.09089 05-08-2014 Chiloé - Tara Negativo Negativo
16900 05-12-2016 Vil - SRR : Negativo
‘ costera

16901 08-12-2016 Va'd"(’:'g‘s:tgzserva i Negativo
n 30143 23-06-2016 Chiloé - Ahuenco - Negativo
30146 01-07-2014 Chiloé - Cole Cole Negativo Negativo
n 30147 03-08-2014 Chiloé - Chaiguata Negativo Negativo
n 30151 13-10-2015 Chiloé - Tablaruca Negativo Negativo
30159 14-12-2014 Chiloé - Ahuenco Negativo Negativo
30161 06-06-2016 Chiloé - Tantauco - Negativo
30162 26-04-2016 Valdivia - Oncol - Negativo
30167 11-06-2013 Chiloé - Yaldad Negativo Negativo
30168 27-11-2013 Nahuelbuta - Butamalal =~ Negativo Negativo
30169 25-10-2014 Chiloé - Caleta Zorra Negativo Negativo
30170 11-06-2013 Chiloé - Ahuenco Negativo Negativo
- 30171 26-06-2016 Chiloé - Ahuenco - Negativo
30176 23-06-2016 Chiloé - Ahuenco - Negativo
30178 08-05-2014 Nahuelbuta - Butamalal | Negativo Negativo
30181 14-10-2015 Chiloé - Tablaruca Negativo Negativo
30182 13-10-2015 Chiloé - Tablaruca Negativo Negativo
30187 01-07-2014 Chiloé - Cole Cole Negativo Negativo
30197 06-05-2015 Chiloé - Tantauco Negativo Negativo
| 24 30199 23-06-2016 Chiloé - Ahuenco - Negativo
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36

37
38
39
40
41
42
43
44
45

143
144

30201
30205
30221
30222
30223
30227
30230
30234
30235
30237
30216

.A060

30145 R
30159 R
30168 R1
30177
30205 R
30230 R
30227 R
ELIMINADA
ELIMINADA
30202
30206

14-10-2014
12-06-2013
16-06-2013
11-10-2015
11-06-2013
03-08-2014
14-12-2014
17-06-2013
09-08-2014
03-08-2014
06-05-2015

13-07-2016

06-05-2014
25-06-2016
22-02-2016
25-10-2014
27-10-2014
25-06-2016
31-03-2015

24-02-2016
11-06-2013

Chiloé - Quilén
Chiloé - Ahuenco
Chiloé - Lar
Chiloé - Tablaruca
Chiloé - Ahuenco
Chiloé - Chaiguata
Chiloé - Ahuenco
Chiloé - Lar
Chiloé - Puntra
Chiloé - Chaiguaco

Chiloé - Tantauco

Valdivia - Reserva
costera

Nahuelbuta - Butamalal
Chiloé - Ahuenco
Nahuelbuta - Butamalal
Chiloé - Caleta Zorra
Chiloé - Ahuenco
Chiloé - Ahuenco

Chiloé - Chaiguata

Nahuelbuta - Butamalal

Chiloé - Ahuenco

= Seroneutralizacién publicada por Kroeger, 2016.
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Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo



ANEXO 2

Tabla N°2: Resumen de muestras obtenidas de carnivoros cautivos del Parque Zooldgico

Buin Zoo.

MUESTRAS CARNIVOROS PARQUE ZOOLOGICO BUIN ZOO

v e L G | Eses G, | Resulado
1114 Zorro plateado cinerLé:)c;Créce);teus 01-12-2015 Negativo
1186 Zorro culpeo Lycalopex culpaeus dic-15 Negativo
1457 Zorro polar Vulpes lagopus 02-12-2015 Negativo
1711 Zorro culpeo Lycalopex culpaeus 16-12-2015 Negativo
1838 Zorro culpeo Lycalopex culpaeus dic-15 Negativo
1952 ZOorro rojo Vulpes vulpes 02-12-2015 Negativo
2007 Zorro culpeo Lycalopex culpaeus 19-08-2013 Negativo
2007 Zorro culpeo Lycalopex culpaeus 19-02-2014 Negativo
2007 Zorro culpeo Lycalopex culpaeus 16-12-2015 Negativo
2233 Lobo europeo Canis lupus lupus 08-01-2013 Negativo
2275 Quique Galictis cuja 26-12-2012  Negativo
2392 Quique Galictis cuja 26-12-2012 Negativo
2435 Mofeta Mephitis mephitis 04-10-2013  Negativo
3202 Lobo de crin Chrysocyon brachyurus ~ 14-05-2013 Negativo
m 3202 Lobo de crin Chrysocyon brachyurus =~ 22-07-2013 Negativo
3202 Lobo de crin Chrysocyon brachyurus  21-12-2015 Negativo
3326 Lobo europeo Canis lupus lupus 08-01-2013 Negativo
3373 Zorro culpeo Lycalopex culpaeus 03-12-2015 Negativo
3448 Zorro culpeo Lycalopex culpaeus 11-07-2013 Negativo
3448 Zorro culpeo Lycalopex culpaeus 19-08-2013 Negativo
m 3448 Zorro culpeo Lycalopex culpaeus 20-02-2014 Negativo
3448 Zorro culpeo Lycalopex culpaeus dic-15 Negativo
ﬂ 3539 Zorro plateado cinerlé{)(?alcr)g;zr;teus 02-12-2015 Negativo
m 3543  Zorro plateado Cinergg%%‘;rr‘neus 02-12-2015  Negativo
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3551

3555

3743

3755
4032
4229

4333

4333
4354
4439

4454
4517
4521

4557
4613
4642

4769
4935
4935

5319

5563
5563
5563
5563

5638

5736

5755
5755

5838
6621

Zorro plateado

Zorro plateado

Leopardo de las

nieves
Mofeta

Lobo de crin
Ocelote
Jaguar

Jaguar

Lobo de crin

Lobo europeo

Zorro culpeo

Lobo de crin

Lobo europeo

Lobo europeo

Lobo de crin

Lobo europeo

Zorro culpeo
Leon
Leon

Perro salvaje
africano

Zorro culpeo
Zorro culpeo
Zorro culpeo

Zorro culpeo

Leopardo de las

nieves
Zorro chilla

Lobo de crin
Lobo de crin

Lobo europeo

Lobo europeo

Urocyon
cinereoargenteus
Urocyon
cinereoargenteus

Panthera uncia

Mephitis mephitis
Chrysocyon brachyurus
Leopardus pardalis

Panthera onca

Panthera onca
Chrysocyon brachyurus
Canis lupus lupus

Lycalopex culpaeus
Chrysocyon brachyurus

Canis lupus lupus

Canis lupus lupus
Chrysocyon brachyurus

Canis lupus lupus
Lycalopex culpaeus
Panthera leo

Panthera leo
Lycaon pictus
Lycalopex culpaeus
Lycalopex culpaeus
Lycalopex culpaeus
Lycalopex culpaeus

Panthera uncia

Lycalopex griseus

Chrysocyon brachyurus
Chrysocyon brachyurus

Canis lupus lupus

Canis lupus lupus
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02-12-2015

02-12-2015

14-06-2016

04-10-2013
24-12-2015
02-09-2013

20-05-2013

21-01-2016
09-05-2013
09-01-2013
dic-15
09-05-2013
08-01-2013

08-01-2013
25-04-2013
08-01-2013

16-12-2015
06-10-2012
04-06-2013

16-04-2013

06-10-2012
19-08-2013
20-02-2014
16-12-2015

14-06-2016

19-08-2013

07-05-2013
22-12-2015

08-01-2013
08-01-2013

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo®
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
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6821
6957
7037
7073
7296
7353
7353
7436
7447

7448

7490
7490

7573

7760
7836
7836
7836
8083
8558
8558
8628
8628
8765
8765
8785
8828
9382
9781
9781

.0346

Zorro rojo
Lobo europeo
Zorro rojo
Ocelote
Mofeta
ZOorro rojo
Zorro rojo
Puma
Caracal

ZOorro rojo

Lobo de crin
Lobo de crin

Zorro plateado

Zorro plateado
Zorro culpeo
Zorro culpeo
Zorro culpeo

Jaguar
Zorro culpeo
Zorro culpeo

Lobo europeo
Lobo europeo
Zorro culpeo
Zorro culpeo
Zorro culpeo
Lobo europeo

Zorro rojo
Zorro culpeo
Zorro culpeo

Ocelote

Vulpes vulpes
Canis lupus lupus
Vulpes vulpes
Leopardus pardalis
Mephitis mephitis
Vulpes vulpes
Vulpes vulpes
Puma concolor
Caracal caracal

Vulpes vulpes

Chrysocyon brachyurus
Chrysocyon brachyurus

Urocyon
cinereoargenteus
Urocyon
cinereoargenteus

Lycalopex culpaeus
Lycalopex culpaeus
Lycalopex culpaeus
Panthera onca
Lycalopex culpaeus
Lycalopex culpaeus
Canis lupus lupus
Canis lupus lupus
Lycalopex culpaeus
Lycalopex culpaeus
Lycalopex culpaeus
Canis lupus lupus
Vulpes vulpes
Lycalopex culpaeus
Lycalopex culpaeus

Leopardus pardalis
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02-12-2015
08-01-2013
01-12-2015
11-07-2014
04-10-2013
20-11-2013
01-12-2015
22-10-2013
10-04-2013

16-12-2015

09-05-2013
07-05-2013

08-07-2013

01-12-2015
19-08-2013
19-02-2014
18-03-2014
06-05-2013
20-02-2014
18-12-2015
07-10-2012
08-01-2013
19-08-2013
16-12-2015
19-02-2014
09-01-2013
16-12-2015
19-08-2013
19-02-2014
27-08-2013

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Positivo®
Positivo®

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo



- 0495

.0711
132 .0723
0723
0723
Esteban

Loba
=8 Alfa
Moncho
139 Rita
(20 Oso M.
141 887
142 9302

Ledn

Perro salvaje
africano

Lobo de crin
Lobo de crin
Lobo de crin

Ledn
Lobo europeo
Loba alfa
Jaguar
Leon
Oso malayo

Suricata

Suricata

Panthera leo

Lycaon pictus

Chrysocyon brachyurus
Chrysocyon brachyurus
Chrysocyon brachyurus

Panthera leo
Canis lupus lupus
Canis lupus lupus

Panthera onca

Panthera leo

Helarctos malayanus

Suricata suricatta

Suricata suricatta

17-06-2016

16-04-2013
14-05-2013
22-07-2013
dic-15
10-12-2013
19-10-2015
13-02-2014

29-04-2013
16-06-2016

12-06-2013

02-12-2013
02-12-2013

Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

® = Muestras no incluidas, individuos con signologia clinica y deteccién previa del gen H
del VDC mediante RT-PCR (Abarca, 2015).
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ANEXO 3

Tabla N°3: Resumen de reportes de casos clinicos de VDC en especies silvestres en

cautiverio causadas por infeccion natural publicados entre los afios 1989 y 2018.

REPORTES DE CASOS CLINICOS DE VDC OCURRIDOS POR INFECCION NATURAL
EN ESPECIES SILVESTRES CAUTIVAS (1989 - 2018)

Especie Orden/ Estado de Individuos Referencia
P Familia Amenaza Afectados
1 E_C(:)r?ro goeccg?] Carnivora/ Casi Abarca,
ysocy Canidae Amenazado 2015°
brachyurus)
> Jaguar (Panthera Carnivora/ Casi 1 Appel et al.,
onca) Felidae Amenazado 1994
Tigre (Panthera Carnivora/ . Appel et al.,
tigris) Felidae En Peligro 4 1994
Leopardo (Panthera Carnivora/ Appel et al.,
n pardus) Felidae Vil 2 1994
. Carnivora/ Appel et al.,
Ledn (Panthera leo) EFelidae Vulnerable 7 1994
Lebn marino de : L
: . Carnivora/ Preocupacion Barret et al.,
Cahfor.nla (Zalophus Otariidae Menor s 2004
californianus)
Hormiguero gigante Pilosa/ Britt et al
(Myrmecophaga Myrmecopha Vulnerable 3 da
; . 2006
tridactyla) gidae
Tigre indochino :
- Carnivora/ . Cameron et
(Panthera FlngS Eelidae En Peligro 1 al., 1998"
corbetti)
Manturon (Arctictis Carnivora/ Chandra et
n binturong) Viverridae WillisiElde 4 al., 2000
Leopardo de las . . ,
: Carnivora/ Chinnadurai
nieves (P.anthera Eelidae Vulnerable 1 etal. 2017
uncia)
1 Vison (Neovison Carnivora/ Preocupacion 107 Scagi:ger
vison) Mustelidae Menor ’
1999
Panda gigante ,
. Carnivora/ Feng et al.,
(Ailuropoda Ursidae Vulnerable 6 2016
melanoleuca)
Leopardo de las . .
. Carnivora/ . Fix et al.,
. nlevef,J r(lsiz?thera Felidae En Peligro 2 1989
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Perro mapache
(Nyctereutes
procyonoides)

Panda gigante
15 (Ailuropoda
melanoleuca)
Tigre siberiano
(Panthera tigris
altaica)
Panda rojo (Ailurus
fulgens)
Tigre (Panthera
tigris)
Marmota de cola
larga (Marmota
caudata)

\‘

Macaco rhesus
(Macaca mulatta)

N

Macaco cangrejero
(Macaca
fascicularis)

Kinkajous (Potos
flavus)

Leopardo de las
23 nieves (Panthera
uncia)

N

Macaco rhesus
(Macaca mulatta)

N
N

Civeta de las
palmeras
enmascarada
(Paguma larvata)

N

Civeta enana
(Viverricula indica)

N

Civeta de las
palmeras comun
(Paradoxurus
hermaphroditus)
Vison (Neovison
vison)
Perro salvaje
africano (Lycaon
pictus)

N
~

N
(o]

N
©

Carnivora/
Canidae

Carnivora/
Ursidae

Carnivora/
Felidae

Carnivora/
Ailuridae
Carnivora/
Felidae

Rodentia/
Sciuridae

Primates/
Cercopitheci
dae

Primates/
Cercopitheci
dae

Carnivora/
Procyonidae

Carnivora/
Felidae

Primates/
Cercopitheci
dae

Carnivora/
Viverridae

Carnivora/
Viverridae

Carnivora/
Viverridae

Carnivora/
Mustelidae

Carnivora/
Canidae

Preocupacion
Menor

Vulnerable

En Peligro

En Peligro
En Peligro

Preocupacion
Menor

Preocupacion
Menor

Preocupacion
Menor

Preocupacion
Menor

En Peligro

Preocupacion
Menor

Preocupacion
Menor

Preocupacion
Menor

Preocupacion
Menor

Preocupacion
Menor

En Peligro

28

56

12

7

Aprox.

10.000
(>4.000
muertos)

46

20

18

Multiples

49

Guo et al.,
2013

Guo et al.,
2013

Konjevi¢ et
al., 2011

Kotani et al.,
1989
Nagao et al.,
2012

Origgi et al.,
2013

Qiu et al.,
2011

Sakai et al.,
2013

Sheldon et
al., 2017

Silinski et al.,
2003¢

Sun et al.,
2010

Techangams
uwan et al.,
2014

Techangams
uwan et al.,
2014

Techangams
uwan et al.,
2014

Trebbien et
al., 2014

Van de Bildt
et al., 2002



30 Zorro fénec (Vulpes Carnivora/ Preocupacion 15 Woao et al.,
zerda) Canidae Menor 2010
. Carnivora/ Wood et al.,
<l Ledn (Panthera leo) Felidae Vulnerable 1 1995
Tigre siberiano .
o Carnivora/ . Zhang et al.,
(Panthe_ra tigris Felidae En Peligro 1 2017
altaica)
Panda rojo (Ailurus Carnivora/ . Zhang et al.,
fulgens) Ailuridae AP 2 2017

c
d

= Memoria de titulo.
= Reporte de conferencia.
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