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RESUMEN

Los virus de Influenza tipo A representa una amenaza latente para la salud publica
y para la salud animal. Debido a esto, y a raiz de la creciente preocupacioén por los focos
de influenza aviar de alta patogenicidad que se registran en diferentes regiones del
mundo, actualmente se lleva a cabo una vigilancia epidemiolégica constante de estos
virus por parte de diversas organizaciones de salud, monitoreando desde planteles
comerciales hasta poblaciones de aves silvestres, especialmente de aquellas catalogadas
como migratorias. Sin embargo, la informacién existente sobre estos virus en poblaciones
silvestres en América del Sur aln es muy limitada. Las aves silvestres, especialmente
aquellas relacionadas con ambientes acuaticos, son consideradas como reservorios de la
gran mayoria de los subtipos de virus de influenza A conocidos y tienen el potencial de
diseminarlos entre paises e incluso continentes por medio de las rutas migratorias, debido
a esto, resulta fundamental generar esta informacion epidemioldgica. Este estudio, realizd
un muestreo en los sectores Humedal Laguna Cartagena (HLC) y la Reserva Nacional
Lago Pefiuelas (RNLP), entre Septiembre de 2015 y Agosto de 2016. El objetivo de este
estudio, fue la deteccién de virus de influenza A en muestras de heces de aves silvestres
mediante rRT-PCR, determinando una relacién entre la prevalencia del virus detectada y
la estacionalidad de las comunidades de aves silvestres presentes durante el muestreo.
Se recolectaron un total de 2.579 muestras ambientales (1.148 de HLC y 1.431 de la
RNLP) y paralelamente, mediante la realizacion de censos se identificaron un total de
5.091 aves (3.815en HLC y 1.276 en RNLP) pertenecientes a 46 especies, de las cuales
39 fueron clasificadas como residentes, 5 como visitantes de primavera-verano y 2 como
visitantes de otofio-invierno. El anélisis de las muestras indicé una prevalencia a VIA de
un 0,4% (5/1.148) para el HLC y de un 1,04% (15/1.431) para la RNLP. Casi la totalidad
de las muestras positivas fueron detectadas durante los meses de verano, siendo
Diciembre y Enero los meses que presentaron los valores de prevalencia mas altos, lo
cual coincidid con una mayor presencia y abundancia de aves migratorias de origen
boreal. Los factores de riesgo que presentaron asociacién estadisticamente significativa
fueron una abundancia de individuos baja (<200) (OR = 9,71, p =0,0424) en el HLC y la
estacion del afio, correspondiente a primavera-verano (OR 5,47 y p = 0,0288) en la RNLP.
Los resultados de este estudio demuestran la presencia de virus de influenza A en los
ecosistemas de ambos sitios y la asociacidén con la estacionalidad de las poblaciones de

aves silvestres presentes en ellos.

Palabras claves: Virus de Influenza A, Aves Silvestres, Estacionalidad, Prevalencia.
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SUMMARY

Influenza type A viruses represent a constant threat to both public and animal health.
Therefore, and because of growing concern on high pathogenic avian influenza outbreaks
around the world, health organizations maintain a strong epidemiological surveillance of
this virus, monitoring from avian production systems till wild birds populations, especially
the ones are catalogued as migratory birds. However, there is short information at moment
about these types of viruses in wilds populations on South America. Wild birds, especially
the ones are related with aquatic environment, are considered as reservoir of the most
known influenza A virus and his subtypes, also they has the potential to disseminate the
virus across countries or continents by migratory routes. Due to this, is extremely
important generate this epidemiologic information. This Study, performed a sampling in
Cartagena Lagoon Wetland y Pefiuelas Lake National Reserve, between September 2015
and August 2016. The aim of this study was detect influenza A virus on samples feces of
wild birds using rRT-PCR, determining a relationship between the prevalence of the virus
and the seasonality of wild birds population. Were collected a number of 2.579
environmental samples (1.148 from HLC and 1.431 from RNLP), also it was possible by a
census, identified 5.091 birds (3.815 in HLC and 1.276 in RNLP) belonging to 46 species,
which one 39 were classified as residents birds, 5 as spring/summer visitors and 2 as an
autumn/winter visitors. The analysis of the samples showed a prevalence to avian
influenza virus of 0,4% (5/1.148) for HLC and a 1,04% (15/1.431) for RNLP. Almost all
positive samples were detected in summer months, December and January showed the
highest prevalence values, which coincided with a greater presence and abundance of
boreal migratory birds. The risk factors that showed significant statistics association were
low individuals abundance (<200) (OR = 9,71; p = 0,0424) in HLC and autumn/winter
seasoh (OR 5,47 y p=0,0288) in RNLP.

Key words: Influenza A Virus, Wild Birds, Seasonality, Prevalence.



l. - INTRODUCCION

La influenza aviar es una enfermedad infecciosa aguda altamente transmisible de
las aves, que ha sido considerada en los ultimos afios como una de las enfermedades
mas importantes en el mundo por sus consecuencias sobre la salud publica, ya que
algunos virus de influenza aviar adquieren la capacidad de infectar a mamiferos, incluido
el hombre (Garcia y Ramos, 2008), v por su importancia en la industria avicola, debido a
que presenta una elevada tasa de morbilidad y mortalidad en aves domésticas afectadas,
cuando se presenta la infeccidn por cepas de alta patogenicidad (Capua y Alexander,
2009).

Las aves silvestres, especialmente aquellas relacionadas con ambientes
acuaticos, son consideradas como reservorios de la gran mayoria de los subtipos de virus
de influenza A conocidos (Boyce ef al, 2009). Es por esto, que la migracién de las aves
acuaticas, representa el mayor riesgo de diseminacion del virus de la influenza aviar v,
plantea una compleja red debido a que sus diferentes rutas se superponen
geograficamente. Cuando las aves vuelan a través de sus rutas de migracién tienen el
potencial de diseminar los virus de influenza aviar entre paises e incluso continentes
(Olsen et al,, 2006). En América del Norte se ha encontrado una tasa de ocurrencia ciclica
en el aislamiento de VIA en aves silvestres, con peaks de prevalencia anuales o bianuales
en anatidas durante la época de primavera-otofio (Krauss et al, 2004) y en el caso de
Europa, las mayores prevalencias en anatidas se ha observado durante la época de otofio
(Munster ef al, 2007). Actualmente, en América del Sur existe escaza informacién sobre

infecciones por virus de influenza aviar en poblaciones silvestres {Ghersi ef af., 2011).

Chile ha sido el Unico pais de América del Sur donde se ha presentado un brote de
influenza aviar de alta patogenicidad el afio 2002, en granjas de aves reproductoras en la
region de Valparaiso. En aquella ocasién, un total de 617.800 pollos de engorda y
116.000 huevos para incubar fueron sacrificados bajo supervisién oficial (Rojas et al,
2002).

Por otra parte, ya sea como causa o consecuencia de gue las aves acuaticas
silvestres sean hospederos naturales de los virus de influenza aviar, los humedales
costeros cumplen una importante rol en su eco-epidemioclogia (USDA, 2007; Beldoménico
y Uhart, 2008).
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A pesar de la alta riqueza de especies que presentan estos ambientes, en Chile
existe una carencia de estudios sobre la estructura y dinamica de los ensambles de aves
en estos humedales (Gonzalez ef al., 2011), es por esto, que no esta claramente descrito
como estan conformados estos ensambles, cuales y cuantas son las especies que
dominan y cuales son aquellas gue parecen como las mas raras, con menores

abundancias y/o menos frecuentes (Vilina y Cofré, 2006).

En este contexto, y debido a la importancia para la salud publica y animal que
envuelven los brotes de influenza aviar, tanto en nuestro pais como en el mundo y debido
a la importancia de las aves silvestres en la diseminacidn del virus, se presenta como un
componente importante y poco estudiado en el contexto actual de la epidemioclogia de Ila
influenza aviar, la identificacién de la composicidon y estacionalidad de los ensambles de

aves silvestres que habitan en los humedales de nuestro pais.

Debido a esta carencia de informacidén, sumada a la escases de estudios que
existe actualmente sobre los virus de influenza aviar en América del Sur, resulta
fundamental generar informacién epidemiolégica que constituya una relacién directa entre
ambas tematicas, con el propésito de entender de manera mas amplia la eco-

epidemioclogia de los virus de influenza aviar.

La presente tesis tiene como objetivo establecer esta informacién mediante la deteccion
de virus de influenza aviar en muestras ambientales, especificamente de heces
provenientes de aves silvestres migratorias y residentes obtenidas en los sectores del
Humedal Laguna Cartagena y la Reserva Nacional Lago Pefiuelas, ubicados en la Region
de Valparaiso, en Chile y de manera simultanea, caracterizar las comunidades de aves
silvestres presente en ambos sitios durante los muestreos, con el propésito de generar
una relacion entre ambos datos obtenidos. Los principales factores a considerar en la
eleccidon de ambos sitios de muestreo fueron; la alta diversidad de aves silvestres que se
congregan en estos sitios durante el afio y su ubicacién geogréafica, ya que ambos sitios
de ubican en la misma regién donde se presentaron los brotes de IAAP (H7N3) el afio
2002.

11



Il.- REVISION BIBLIOGRAFICA

VIRUS INFLUENZA A
2.1 ETIOLOGIA

Los VI estan clasificados dentro de la familia Orthomyxoviridae, en la cual existen
actualmente seis géneros; [Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C
Influenzavirus D (comunmente conocidos como tipos A, B y C), Thogotovirus (virus
transmitido en forma ocasional a mamiferos por garrapatas) e Isavirus (virus responsable
de la anemia infecciosa del salmén) (Hause ef al., 2014). Los virus de la Influenza tipo A
son los Unicos orthomyxovirtus conocidos que afectan a las aves. Sin embargo, pueden
también infectar a otras especies como cerdos, caballos, ballenas, lobos de mar y

humanos. Mientras que los tipos B y C solo infectan a los humanos (Herrero, 2008).

2.1.1 Morfologia y estructura viral
El virus morfolégicamente puede ser extremadamente variable, que va desde

particulas esféricas con un diametro de 80 a 120 nm a las formas filamentosas que

pueden medir varias micras de longitud (Palese y Shaw, 2007).

En cuanto a su estructura, los VIA corresponden a virus RNA segmentados de
hebra simple y polaridad negativa ((-)ssRNA) (Nayak ef al., 2013). Todos los virus de la
Influenza Aviar tienen ocho segmentos de genes diferentes que codifican para, al menos,
10 proteinas virales distintas. En el virion maduro se pueden dividir las proteinas de
superficie que incluyen las Hemaglutininas (HA), Neuraminidasa (NA), el canal de iones
de membrana (M2) y las proteinas internas, incluyendo la nucleoproteina (NP), la proteina
de matriz (M1), y el complejo de la polimerasa compuesta por la proteina basica
polimerasa 1 (PB1), proteina basica polimerasa 2 (PB2) y la proteina acida de la
polimerasa (PA) (Palese y Shaw, 2007).

2.1.2 Clasificacion
Ademas de su especificidad de infeccion en las distintas especies de animales, los

influenzavirus pueden distinguirse principalmente por las variaciones antigénicas entre
las proteinas M2 Y NP que se utilizan para la caracterizaciéon del virus y que son
especificos para cada género (Wright v Webster, 2001). El grado de variabilidad
antigénica en sus glicoproteinas de superficie y nimero de segmentos de RNA son

también caracteristicas distintivas entre los virus de influenza (Strauss y Strauss, 2008).
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2.1.3 Patogenicidad viral
Los VI, son considerados genéticamente inestables ya que no poseen

mecanismos de reparacidon de errores durante el proceso de replicacion de material
genético, generando una acumulacién gradual de mutaciones puntuales que contribuyen
a la creacion de nuevas variantes antigénicas. El conjunto de estos cambios puntuales es
conocido como “deriva antigénica” y ocurren con mayor frecuencia en los segmentos
gendémicos que codifican para la HA y NA (Webster y Hulse, 2004). Por ofra parte, la
emergencia de nuevas variantes antigénicas también puede ocurrir por un proceso de
reordenamiento de segmentos gendmicos entre distintos subtipos virales conocido como

“cambio antigénico” (Maclachlan y Dubovi, 2011).

El gen HA es el principal determinante del cambio en la patogenicidad de los virus
de influenza (Bosch et af. 1979). Los virus de |IABP se caracterizan por contener al menos
dos aminoacidos basicos del tipo lisina y arginina en la regién terminal de la HA1, que son
cortadas por la enzima tripsina, la cual se encuentra sélo en células del tracto respiratorio
y digestivo de las aves (Swayne y Halvorson, 2008). Mientras que los virus IAAP sufren
una serie de cambios puntuales en su conformacion estructural que pueden generar
sustituciones e inserciones de multiples aminoacidos basicos en la regién terminal de la
HA1. Los aminoacidos de la HA de IAAP son reconocidos por enzimas celulares del tipo
furina gue estan presentes en muchas células de numerosos drganos viscerales,

favoreciendo la replicacién sistémica del virus (Suarez, 2006).

Hasta la fecha, todas las cepas altamente patégenas son de subtipos HS y H7
{(Alexander, 20073a). Las cepas de baja patogenicidad pueden ser de otros subtipos e
inclusive de los H5 y H7. Sin embargo, estos pueden convertirse en cepas altamente
patégenas, ya que se describe en general que las variantes de IAAP emergen después de
la mutacién de subtipos H5 o H7 de |A de baja patogenicidad, lo cual ocurre
principalmente cuando estas cepas de virus circulante en poblaciones silvestres, se
transmiten y pasan a poblaciones domésticas, produciendo infecciones con alta
mortalidad (OIE, 2009).

INFLUENZA AVIAR

2.2 DEFINICION
La influenza aviar (IA) es una enfermedad infecciosa viral altamente contagiosa
causada por alguno de los subtipos de influenza aviar tipo A (OIE, 2009). Las aves

silvestres acuaticas, principalmente las aves del orden Anseriformes y Charadriiformes,
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representan el principal reservorio natural de todos los virus de Influenza de tipo A; donde
la enfermedad generalmente se manifiesta de forma asintomatica, sin manifestaciones
clinicas (Spackman ef al., 2009). Estos virus son comunes en aves silvestres y a veces
infectan a aves de corral. Sin embargo, en estas Ultimas la infeccidn puede ser
asintomatica, producir cuadros de enfermedad leve o manifestaciones clinicas severas,

incluyendo altos niveles de mortalidad (Garcia ef al., 2006; Martin ef af, 2007).

2.3 HISTORIA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA
La primera descripcidn de un padecimiento identificable como influenza la realizé

Hipocrates en el afio 492 A.C. No obstante, la primera epidemia reconocida ocurrié en
1580 a la que los italianos llamaron como la “influencia planetaria”, por la asociacién que
hicieron con una serie de fendmenos astrales observados antes del brote, de donde se

derivd el nombre actual de influenza (Garcia et af., 2006).

Desde 1935 hasta el 2000 se registraron dieciocho brotes de Influenza Aviar Altamente
Patégena (IAAP) en pollos y pavos en diferentes paises del mundo (Buscaglia, 2004).
Mientras que, desde el afio 2004, la cantidad de paises afectados por el subtipo de alta
patogenicidad aumenta exponencialmente, alcanzando hasta la fecha 74 paises de todo
el mundo, distribuidos principalmente en Asia y Europa, y con un menor nlimero de casos
en Africa y América del Norte (OIE, 2016a).

2.3.1 Brote de Influenza Aviar de Alta Patogenicidad (H7N3) en Chile
Hasta el afio 2002 no existian informes de que la IAAP habia ocurrido en América del Sur.

Sin embargo, entre finales de abril y la primera semana de mayo del afio 2002, una
condicién clinica caracterizada por una baja mortalidad, un ligero descenso en la
produccién de huevos, aparecid en una granja de gallinas reproductoras en la regién de
Valparaiso. Se recogieron muestras de aves de las instalaciones afectadas, las cuales
fueron posteriormente procesadas en el laboratorio; dando como resultado el aislamiento
del virus de IABP del subtipo H7N3. El 23 de mayo, fue notificado al Servicio Agricola y
Ganadero, una enfermedad causante de una elevada mortalidad de aves en la misma
granja (Rojas y Moreira, 2002). Una inspeccién oficial al dia siguiente, dio como
sospechoso a IAAP, la cual fue confirmada posteriormente por el laboratorio de referencia
de Ames (EE.UU), con un aislamiento del virus, del subtipo H7N3 de alta patogenicidad.
Todas las aves (617.800 pollos de engorda) y 116.000 huevos para incubar fueron

sacrificados. En menos de tres meses se controlaron los dos focos desarrollados,
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evitandose la diseminacién de la enfermedad al resto del pais. Solo seis meses después

se declaré oficialmente a Chile libre de la enfermmedad (Rojas y Moreira, 2002).

2.4 IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA
La influenza aviar representa una de las enfermedades mas importantes en salud

publica. En humanos se ha demostrado que la infeccion por los virus es transitoria; y para

traspasar la "barrera especie” debe ocurrir un cambio génico mayor (Webster et al., 2007).

La infeccion con los subtipos HSN1 y HON2 en la poblacidén humana en los afios
1997 y 1999 son ejemplos de la transmision inter-especie de virus aviares, aungque no se
produjo una pandemia por influenza debido a que la transmisidon entre humanos fue
ineficiente (Olsen, 2002). Dese el afio 2013 en China, el subtipo de IABP H7N9 de origen
aviar ha causado infeccién y enfermedad en la poblacién humana incrementando la

preocupaciéon por la mortalidad asociada a su infeccién (Xian et af, 2013).

Durante el presente siglo, ya se ha registrado un incidente pandémico causado por
V1. En Abril del afio 2009, una nueva pandemia humana surge a patrtir de un VIA H1N1 el
cual estaba conformado por una combinacion de genes de cuatro diferentes cepas de
virus influenza; virus influenza humana, virus influenza porcina de Norte América y Asia, y
virus influenza aviar de Norte América (Pinto ef af., 2010). Este nuevo linaje de VIA se
diseminé rapidamente a nivel mundial, haciendo que la Crganizacién Mundial de la Salud

la declarara la primera pandemia en la poblacién humana del siglo XXI.

La circulacién continua de virus HS5N1 en las aves de corral, especialmente cuando es
enzodtica, sigue suponiendo una amenaza para la salud publica, dado que estos virus
pueden causar enfermedad grave en el ser humano; ademas, cabe la posibilidad de que
experimenten mutaciones (reordenamiento genético) lo que les permitiria tener una mayor
eficiencia en la transmisiéon entre las personas. En un mundo tan interconectado como el
actual, una epidemia local puede convertirse rapidamente en una pandemia, dejando
poco tiempo para preparar una respuesta de salud pablica que detenga la propagacién de
la enfermedad (OMS, 2014).

2.5 TRANSMISION
Los virus de influenza aviar se transmiten facilmente entre las aves (OIE, 2009).

Algunas referencias reportan que la transmision viral en forma general puede producirse

principalmente de la siguiente manera:
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e Por contacto directo con secreciones de aves infectadas, especialmente heces
(fecal-oral) siendo mas eficiente en espejos de agua dulce con bajas temperaturas
(Stallknecht y Brown, 2009; Espinal, 2007; USDA, 2007).

e Por contaminacién del ambiente; alimento, agua, equipos y ropa contaminados
con secreciones de aves infectadas (Espinal, 2007).

e Por aves silvestres acuaticas y marinas clinicamente normales que pueden
introducir el virus a las granjas (Garcia et al, 20086).

¢ Por huevos rotos contaminados que pueden infectar a los pollitos en la planta de
incubacién (Capua y Marangon, 2006).

e Por contacto de hospederos no especificos como porcinos domésticos; aves de
compafiia é mascotas (USDA, 2007), e inclusive insectos como vectores
mecanicos de los virus (QIE, 2009).

La transmisién de los virus de influenza aviar de alta patogenicidad tiende a ser
mas limitada por la rapida mortalidad que produce en gallinaceas, no dando tiempo a la

eliminacién viral, a diferencia de los virus de baja patogenicidad (Alexander, 2007a).

2.6 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS
La epidemiologia de la influenza aviar en aves silvestres es definida por

interacciones entre el hospedero, agente causal y el medio ambiente (Stallknecht y
Brown, 2007).

2.6.1 Ecologia de los virus
Investigaciones realizadas demostraron que las especies y la estructura de

poblaciones de aves silvestres son importantes en el mantenimiento de los virus, su
transmisién y posiblemente los movimientos a largas distancias (Stallknecht y Brown,
2007).

2.6.2 Supervivencia del virus en el ambiente
La supervivencia de estos virus en el medio ambiente depende de la temperatura,

el pH, la salinidad y la presencia de materia organica (Brown et af, 2007) Parecen
sobrevivir mejor a bajas temperaturas y en agua fresca salobre (0,5 a 30 ppm de sélidos
disueltos) mas que en agua salina (30 a 50 ppm); (Brown JD et al, 2007). Son
relativamente estables solo con valores de pH comprendidos entre 6 vy 8 (SENASA
Argentina, 2009). Con respecto a la humedad como factor determinante en la
supervivencia de estos virus en el ambiente, algunos datos proponen que zonas con bajas

humedades relativas (20 — 35%) producidas principalmente por la combinacién de un
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calentamiento interno y temperaturas frias (5°C), parecen favorecer la mantencién y
dispersién de los VIA (Lowen et al, 2007).

2.6.2.1 Presencia del virus en humedales
Ya sea como causa ¢ consecuencia de que las aves acuaticas sean hospederos

naturales de los virus de influenza aviar, los humedales cumplen un rol preponderante en
su eco-epidemiologia, existiendo factores que influyen en su importancia tales como
(USDA, 2007; Beldoménico y Uhart, 2008).

e Las aves acuaticas (Anseriformes y Charadriiformes) son el reservorio natural de
la mayoria de las cepas de virus de |A.

¢ La alta densidad de aves susceptibles de distintas especies que se congregan en
estos sitios, aumentando la tasa de contacto entre aves infectadas y susceptibles.

e El agrupamiento de especies diferentes que hace posible la coinfeccién con varias
cepas Y el intercambio viral entre distintos hospederos, favoreciendo de esta
manera la evolucién del virus y la emergencia de nuevas variantes antigénicas
(cepas virales).

e Los virus de influenza persisten mejor en agua dulce, potenciando asi la principal
ruta de transmisién descrita, correspondiente a la fecal-oral via agua contaminada.

e El uso de estos lugares como sitios de escala por parte de aves migratorias que
suponen una peridédica inmigraciéon y emigracién de individuos potencialmente

portadores de virus.

2.6.3 Aves silvestres
2.6.3.1 Estructura y estacionalidad poblacional

Los factores que determinan los patrones de distribucién y abundancia de las aves
acuaticas son complejos y no estan bien estudiados. Para el caso de los humedales de la
region central de Chile, en 1999 se identificé que el fenémeno El Nifio Oscilacién del Sur
(ENOS) es un factor relevante para explicar los cambios que ocurren en algunos grupos
de aves acuaticas (por ejemplo, zambullidores) que habitan en esta region del pais (Vilina
y Cofré, 20086).

Con respecto a la estacionalidad, los resultados de los censos realizados por el
SAG entre los afios 2011 y 2012 en todo el territorio nacional determinaron un incremento
leve en el nlimero de especies entre invierno y temporada estival, lo que indica la

influencia de las migraciones sobre el valor de riqueza especifica. Se observa y determina
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la influencia de especies visitantes del territoric sobre el valor de diversidad,
especialmente aquellas gue vienen desde el hemisferio norte, mayoritariamente aves
playeras (SAG, 2012).

En términos de riqueza, a nivel regional, el menor valor se encuentra en la VIl y Xl
Region con 60 especies, mientras que el valor mas alto se registra en la V Regién la que
presenta 106 especies (Vilina y Cofré, 2006). A continuacién, en las tablas 1 y 2 se
mencionan las especies de aves silvestres residentes y migratorias que han sido

identificadas en el HLC y la RNLP respectivamente.

Tabla 1. Registros de especies de aves silvestres migratorias y residentes
identificadas en el Humedal Laguna Cartagena:

Especie Nombre comin Migratorias/Residentes
Podiceps major Huala Residente
Phalacrocorax brasilianus Yeco Residente
Ardea cocoi Garza cuca Residente
Ardea alba Garza grande Residente
Egretta thula Garza chica Residente

Coscoroba coscoroba

Cisne coscoroba

Migratoria invernal continental

Cygnus melanocorypha

Cisne de cuello negro

Residentes/Migratorias®

Anas flavirostris

Pato jergdn chico

Migratoria invernal continental

Anas sibifatrix

Pato real

Migratoria invernal continental

Anas georgica

Pato jergén grande

Residente

Anas clypeata

Pato cuchara

M. invernal intercontinental

Fulica rufifrons Tagua frente roja Residente
Fulica armillata Tagua Residente
Vanellus chilensis Queltehue Residente
Himantupus melanurus Perrito Residente

Charadrius collaris

Chorlo de collar

Migratoria invernal continental

Charadrius nivosus

Chorlo nevado

Residente

Tringa melanoleuca Pitotoy grande Migratoria estival continental
Tringa flavipes Pitotoy chico Migratoria estival continental
Calidris bairdii Playero de Baird Migratoria estival continental
Thinocorus rumicivorus Perdicita Residente

Larus dominicanus

Gaviota dominicana

Residente

Larus pipixcan Gaviota Franklin Migratoria estival continental
Larus maculipensis Gaviota cahuil Migratoria estival continental
Rynchops niger Rayador Migratoria estival continental

Fuente: CONAF (*) No existe informacidn suficiente
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Tabla 2. Registros de especies de aves silvestres migratorias y residentes
identificadas en la Reserva Nacional Lago Penuelas:

Especie Nombre comin Migratorias/Residentes

Anthus correndera Bailarin chico Residente

Elanus Leucurus Bailarin Residente

Gallinago paraguaiae Becacina Residente

Podiceps occipitalis Blanquillo Residente

Anairetes parulus Cachudito Residente

Asthenes humicola Canastero Residente

Falco sparverius Cernicalo Migratoria estival continental
Troglodytes aedon Chercén Residente

Zonothichia capensis Chincol Residente

Sicalis luteiventris Chirihue Residente

Charadrius nivosus

occidentalis Chorlo nevado Residente

Cinclodes fuscus Churrete acanelado Residente

Coscoroba coscoroba

Cisne Coscoroba

Migratoria invernal continental

Cygnus melancorpha

Cisne Cuello Negro

Residente/Migratoria

Callipepla califérnica

Codorniz

Residente

Lessonia rufa Colegial Migratoria invernal continental(*)
Plegadis chihi Cuervo de Pantano Residente

Xolmis pyrope Diucén Residente

Egretta thula Garza chica Residente

Ardea cocoi Garza cuca Residente

Ardea alba Garza grande Parcialmente migratoria
Bubulcus ibis Garza Boyera Migratoria intercontinental
Chroicocephalus

mactulipennis Gaviota Cahil Migratoria estival continental
Larus dominicanus Gaviota Dominicana Residente

Larus pixpican Gaviota Franklin Migratoria estival continental
Larus modestus Gaviota Garuma Residente

Sterna hirundinacea

Gaviotin
Sudamericano

Residente

Tachycineta leucopyga

Golondrina chilena

Migratoria estival continental

Pygochelidon cyanoletca

Golondrina dorso

patagbnica hegro Migratoria estival continental
Passer domesticus Gorrién Residente
Podiceps major Huala Residente
Nycticorax nycticorax Huairavo Migratoria (*)
Ixobrychus involucris Huairavillo Residente
Carduelis basbatus Jilguero Residente
Coragyps atratus foetens Jote Residente
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Cathartes aura Jote cabeza colorada | Residente
Sturnella loyca Loica Residente
Molothrrus bonariensis Mirlo Residente
Anas versicolor Pato Cappuccino Residente
Anas cyanoptera cyanoptera | Pato Colorado Residente

Anas platalea

Pato cuchara

Migratoria invernal
intercontinental

Anas bahamensis rubirostris

Pato gargantillo

Residente/Migratoria (*)

Anas favirostris

Pato Jergén Chico

Migratoria invernal continental

Anas geérgica

Pato Jergén Grande

Residente

Oxyura vittata

Pato Rana pico

delgado Residente
Anas silibatrix Pato Real Migratoria invernal continental
Heteronetta atricapilla Pato Rinconero Residente
Ralus sanguinofentus Pidén Residente
Himantopus melanurus Perrito Residente
Parabuteo unicinctus
unicinctus Peuco Residente
Pelecanus thagus Pelicano Residente
Sephanoides sephanoides Picaflor Residente
Patagona gigas gigas Picaflor gigante Migratoria*
Haematopus palliatus Pilpilén Residente
Podiceps rofland Pimpollo Residente/migratoria
Tringa flavipes Pitotoy chico Migratoria estival continental
Tringa melanoleuca Pitotoy grande Migratoria estival continental
Calidris bairdii Playero de Baird Migratoria estival continental
Calidris alba Playero Blanco Migratoria estival continental
Arenaria interpres Playero
Vuelvepiedras Migratoria estival intercontinental

Vanelus chilensis Queltehue Residente
Phytotoma rara Rara Residente
Rynchops niger Rayador Migratoria estival continental
Tachuris rubrigastra Siete colores Residente
Fulica Armillata Tagua Residente
Fulica leucoptera Tagua Chica Residente

Fulica rufrifrons Tagua frente roja Residente

Gallinula melanops Tagiiita Residente

Mimus thenca Tenca Residente

Leptasthenura aegithaloides | Tijeral Residente

Milvago chimango Tiugque Residente

Phleocryptes melanops Trabajador Residente
Agelaius thifius Trile Residente

Curaeus curaeus Tordo Residente
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Columbina picui Tértolita Cuyana Residente

Phalacrocorax olivaceus Yeco Residente

Numenius phaeopus Zarapito Migratoria estival continental
Turdus falcklandii

megallanicus Zorzal Residente

Fuente: CONAF (*) No existe informacién suficiente
2.6.3.2 Virus de Influenza aviar en aves silvestres

Los virus de Influenza Aviar se han aislado de mas de 105 especies de aves
silvestres de 26 familias diferentes (Olsen ef al, 2006). Las aves silvestres acuaticas
migratorias, son los reservorios naturales de toda la constelacién genética de los virus de
influenza, en particular las especies de los 6rdenes Anseriformes y Passeriforme, ambas
aves silvestres migratorias de lagos, y las del orden Charadriforme (gaviotas y golondrinas

marinas, entre otras), que son aves acuaticas migratorias de la costa (Dennis, 2007).

Los 16 subtipos de virus de influenza de tipo A se perpetlan en las aves silvestres
acuaticas a través de un comportamiento ciclico anual (estacional) en el que intervienen

numerosas especies migratorias (Pérez ef af, 2011).

Patron temporal/estacional
Los estudios de patrones temporales de los VIA en aves silvestres no han sido

desarrollados profundamente en Sudamérica. La vigilancia epidemiolégica extensiva
desarrollada en patos de América del Norte ha demostrado que las mayores prevalencias
de los VIABP se observan principalmente en aves juveniles (probablemente por
inexperiencia inmunelégica) con un pico a principios de otofio (septiembre) antes de la
migracién hacia el sur (Beldomenico y Uhart, 2008). Por su parte, la estacionalidad de las
infecciones en aves playeras migratorias de Norteamérica (marzo a mayo) parece ser
opuesta a las observadas en patos (septiembre a diciembre) con mayores prevalencias
(aproximadamente 14%) durante la primavera boreal (cuando las migratorias llegan a
reproducirse) (Webster ef af., 2007).

2.6.3.3 Rutas de aves migratorias en el mundo
Se han descrito, en general, ocho rutas principales de migraciones para ciertas

especies de aves de las cuales se definen tres para América, y por lo tanto de importancia
para Chile; la ruta del Atlantico, la ruta del Mississipi o central y la ruta del Pacifico (Olsen,
2006).

Existen mas de 460 especies de aves descritas en el pais, las cuales 33 son

migratorias boreales (SAG, 2012), es decir, se reproducen en el hemisferio norte y pasan
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su periodo de descanso en el hemisferio sur, lo que se constituye en un eventual ingreso
del virus a Chile (Tala, 2005). La figura 1 a continuacién expone y describe las diferentes

rutas migratorias de las poblaciones de aves silvestres en todo el mundo.

Americas

East’Africa
West Asia
flyway

Pacific
Americas
flyway

Figura 1: Rutas migratorias de las poblaciones de aves silvestres. Los puntos
negros indican las ubicaciones de los centros de vigilancia histéricos y actuales del
virus de IA. (Olsen et al, 2006)

2.7 SIGNOS CLINICOS

La Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE) determina que el periodo de
incubacion del virus es de tres a cinco dias. Sin embargo, el Cédigo Sanitario para los
Animales Termrestres de la OIE menciona que puede ser mas largo, siendo el tiempo
maximo de 21 dias (OIE, 2016a).

En aves silvestres los virus de IAAP vy los virus de IABP raramente producen

cuadros clinicos (Garcia ef al., 2006).

2.8 VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA
La vigilancia epidemioldgica de la influenza aviar, debe ser implementada en aves de

comral y en aves silvestres migratorias (Garcia ef al, 2006; OIE, 2008).Para la vigilancia
de estas aves, se tienen en cuenta las diferentes rutas migratorias de diferentes
continentes (OIE, 2008).

En Chile, Ia vigilancia epidemiolégica de la IA esta a cargo del Servicio Agricola y

Ganadero, el cual cuenta con un “Plan Anual de Vigilancia de Enfermedades”, que
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contempla un programa de alcance nacional gque incluye la vigilancia principalmente de

enfermedades exéticas, dentro de las cuales se encuentra la influenza aviar (SAG, 2015).

2.9 INFLUENZA AVIAR EN EL MUNDO
Los virus de influenza aviar de baja patogenicidad (IABP) ocurren y estan

presentes en aves silvestres y de corral en todo el mundo. En cambio, los virus de
influenza aviar de alta patogenicidad (IAAP) se han erradicado de las aves de corral en la

mayoria de los paises desarrollados (OIE, 2009).

2.9.1 Situacion en América del Norte
En Norteamérica, la presencia de virus de |IAAP se ha mantenido de forma intensa

y persistente. A finales del afio 2012 en México se generé un foco de IAAP causado por
un subtipo H7N3 el cual se mantuvo active durante todo el afio 2015; en Canada se han
generado varios focos de IAAP, el mas importante ha estado activo desde finales del afio
2014, subtipo H5N2 (FAO, 2016). Entre los afios 2014 y 2015, las autoridades de
agricultura de los Estados Unidos detectaron brotes en aves domésticas y silvestres por
virus re-asociados de influenza aviar H5 altamente patogénica (IAAP), los cuales fueron
notificados a la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2015).

2.9.2 Situacion en Ameérica del Sur
Actualmente, en América del Sur existe escaza informacién sobre infecciones por

virus de influenza aviar en poblaciones silvestres. En Perl, se han realizado estudios en
aves migratorias aislandose 7 cepas de virus de IABP del subtipo H12NS en los
humedales de Puerto Viejo, (Segovia, 2010) y 9 cepas de virus de IABP de los subtipos
H3N8, H4NS, H10N2 y H13N2 en la costa central (Ghersi ef a/., 2009).

En Bolivia durante el afio 2001, se aislé un virus de influenza aviar de una Cerceta
colorada {Anas cyanoptera) en muestras tomadas como parte de un estudio de vigilancia
para la influenza. Mediante secuenciacién genética se determind que correspondia a un
virus H7N3. El analisis de todos los ocho genes reveld que 5 de los genes estaban

relacionados con el virus H7N3 aislado en Chile el afio 2002 (Spackman ef af., 2007).

En Argentina la “Red de Asistencia al SENASA (Servicio Nacional de Sanidad y
Calidad Agroalimentaria) para la vigilancia Epidemiolégica en Aves Silvestres” proceséd
durante los afios 2006 a 2009, hisopados cloacales provenientes de aves silvestres de 68
especies de 11 érdenes. De estos muestreos, se caracterizaron 16 muestras positivas a

influenza aviar tipo A (Espinoza y Borgna, 2009).
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Entre los afios 2010 y 2012, en Colombia se llevé a cabo una vigilancia de
influenza aviar en la llanura oriental (Los Llanos), donde a través de la técnica rRT-PCR
en tiempo real se identificaron VI en aves silvestres. Se logré aislar un virus del subtipo

H5N2 de dos especies residentes de patos silbadores (Dendrocygninae) (Karlsson, 2013).

2.9.3 Situacion en Chile
Hasta al afio 2017, la influenza aviar en Chile era una enfermedad de categoria

“ausente”, es decir, si bien alguna vez habia sido detectada en nuestro pais (afio 2002),
en la actualidad no estaba presente en él (SAG, 2015). Este estatus sanitario se mantuvo
hasta el mes de Enero del presente afio (2017), donde el Servicio Agricola y Ganadero
confirmé la existencia de dos focos de IABP del subtipo H7; el primero circunscrito a un
plantel de pavos de engorda, pertenecientes a la empresa Sopraval, ubicado en el
sector rural de la comuna de Quilpué, en la regién de Valparaiso, en donde fueron
sacrificados 350.000 aves y el segundo brote se registré en una granja de pavos de
engorda pertenecientes a la misma empresa, en la comuna de Los Nogales, también

ubicada en la regién de Valparaiso, donde fueron sacrificadas 35.000 aves (SAG, 2017).

Un estudio realizado en el humedal El Yali, ubicado en la regién de Valparaiso, donde las
unidades de estudio fueron los sistemas productivos de traspatio (SPT) ubicadas dentro
de un radio de 3km de los limites de la reserva Nacional El Yali, las cuales fueron
muestreados en dos temporadas (primavera 2013 y otofio 2014) para sero-prevalencia del
VIA, y una temporada (otofio 2014) para la prevalencia del mismo, obtuvo los siguientes
resultados: de 31 SPT muestreados, el 42% fueron seropositivos a virus de IA, que
aumentaron al 60% durante el muestreo de 2014, con 40 unidades de traspatio
muestreadas. El 27% de los SPT fueron positivos para el ensayo de r RT-PCR para el gen
M del virus de influenza A (valor CT <38). A su vez, ocho granjas (73% de los BPS
positivas a rRT-PCR) también fueron positivas para la prueba de ELISA al mismo tiempo
(Bravo-Vasquez ef al., 2016).
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l1l.- HIPOTESIS

En los ecosistemas de los sectores Humedal Laguna Cartagena y Reserva
Nacional Lago Pefiuelas, existe presencia de virus de Influenza Aviar y su prevalencia
variaria en funcién a la estacionalidad de las comunidades de aves silvestres presentes

en ambos sitios.
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IV.- OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

e Estimar la prevalencia de virus de Influenza Aviar en los sectores Humedal Laguna
Cartagena y Reserva Nacional Lago Pefiuelas, determinando una relacién entre
este valor y la estacionalidad de las comunidades de aves silvestres presentes en

ambos sitios durante el periodo de muestreo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar las comunidades de especies de aves silvestres presentes los
sectores Humedal Laguna Cartagena y Reserva Nacional Lago Pefiuelas durante
los meses de muestreo.

e Estimar la prevalencia mensual de virus de Influenza aviar en los sectores
Humedal Laguna Cartagena y Reserva Nacional Lago Pefiuelas durante los
meses de muestreo.

¢ Determinar la asociacién entre la estacionalidad de las comunidades de aves
silvestres vy las variaciones de prevalencia del virus de Influenza Aviar en los
sectores Humedal Laguna Cartagena y Reserva Nacional Lago Pefiuelas durante

los meses de muestreo.
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V.- MATERIALES Y METODOS

Zona de estudio
Humedal Laguna Cartagena

El Humedal Laguna Cartagena, se ubica en el extremo norte de la ciudad de
Cartagena en la Region de Valparaiso (Chile). La superficie aproximada de la laguna es

de 6 hectareas con una profundidad media de 2 metros.

Como unidad natural, la laguna es un ecosistema costero del tipo humedal, el que
se forma con el agua de la desembocadura del Estero de Cartagena. Producto de esta
combinacién de agua de estero y mar, la Laguna es un habitat muy especial en el que

conviven una flora y fauna muy diversas.

Se encuentra en zona Mediterrdnea con clara influencia maritima. Se caracteriza
por una estacion seca prolongada y otra de corta pero con lluvias intensas y
ocasionalmente neblina costera abundante. La precipitacidn media de este lugar es de
470 mm y la temperatura media anual es de 119 grados centigrados (llustre

Municipalidad de Cartagena).

Para la realizacién de los muestreos dentro del Humedal Laguna Cartagena, se

conté con autorizacién de la llustre Municipalidad de Cartagena.

Lago Pefuelas
El lago Pefiuelas es un embalse artificial chileno que posee una superficie de

1.400 hectareas (promedio), el cual fue creado entre los afios 1895 y 1900 con el fin de
abastecer de agua potable a la parte alta del gran Valparaiso. Se ubica a 19 km al sur
este del puerto de Valparaiso y a unos 100 km al oeste de la ciudad de Santiago, dentro

de la Reserva Nacional Lago Pefiuelas.

Esta reserva posee un clima mediterraneo con influencia maritima, una

temperatura promedio anual de 14°c y una precipitaciéon media anual de 520 milimetros.

Para la realizacién de los muestreos dentro de la Reserva Nacional Lago

Pefiuelas, se contd con el apoyo y autorizacién de la Corporacién Nacional Forestal.
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5.1 METODOLOGIA
Los trabajos de campo (muestreos) se realizaron en los sectores de la Reserva

Nacional Lago Pefiuelas y Humedal Laguna Cartagena, ambos ubicados en la Regién de
Valparaiso, Chile. Con respecto a los procedimientos de toma de muestras e identificacién
de aves, se realizaron de forma simultanea en cada terreno en ambos sitios, en un
periodo comprendido entre Septiembre de 2015 y Agosto de 2016. Todos los terrenos se
realizaron en los momentos de mayor actividad de las aves, entre las 08:30 am y las

12:00 am, siguiendo las recomendaciones de Bibby ef al. 1993.

5.1.1 Caracterizacion de las comunidades de aves silvestres:
En cada trabajo de campo se llevd a cabo un conteo visual de todas las aves

silvestres presentes en ambos sitios al momento del muestreo, mediante la metodologia
de “Muestreo mediante Puntos de conteo”, los cuales fueron efectuados en las mismas
areas a abarcar durante la toma de muestras ambientales, es decir, en areas donde se
observe la mayor concentracién de aves. Sin embargo, estos se efectuaron antes de la
toma de muestras ambientales, con el fin de no asustar a las aves y llevar a cabo el censo
de manera efectiva. Estos conteos e identificacién se ejecutaron mediante binoculares por
personas coh capacitacion en reconocimiento de aves silvestres, las cuales se
encargaron de anotar en una bitacora de registros; el nombre de las especies visualizadas

y el nimero de aves observadas por especie.

Los registros se realizaron dentro del area de una circunferencia de 25 m,
registrando todos los individuos observados en esta durante un periodo de tiempo de
aproximadamente 20 minutos por punto de conteo. Posteriormente, estos registros fueron

ingresados a una planilla de datos en el programa software Excel.

a) La diversidad mensual de especies de aves silvestres para cada sitio fue

expresada a través del indice de diversidad Shannon {1949) :

H'= X pi (Log2 pi)

Donde:
H’: indice de Diversidad de Shanon-Wiener
pi: ni/Ni

ni: nimero de individuos de la especie i
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b)

5.1.2

Ni: niimero de todos los individuos de todas las especies.
Valores de referencia: <2 corresponden a indices bajos de biodiversidad, >2
indices medio de biodiversidad y >3 indices altos de biodiversidad.
Para medir la equidad entre las especies presentes por mes, se utilizé el indice
de Pielou (J) (1969). Su valor va de 0 a 1, de forma que 1 corresponde a
situaciones donde todas las especies son igual de abundantes (Pielou, 1969).
Hrt
Log2 §

Donde: H' = indice de Shannon-Wiener y log2 S = es la diversidad maxima
{(H'max)

La riqueza y la abundancia total mensual para cada sitio se analizé utilizando la
prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis (Shahabuddin & Kumar 2006). También
se consideré la abundancia y riqueza total como la sumatoria de todos los
individuos y de las especies, respectivamente, registrados en los sitio durante los

meses de muestreo.

Estimacion de la prevalencia:

Obtencién de muestras de heces:

Para los primeros muestreos en terreno se llevdé a cabo un estudio piloto, con el

propésito de evaluar la factibilidad in situ de las condiciones del terreno que permitan

colectar el numero de muestras minimas para estimar la prevalencia de manera efectiva.

Para estimar el tamafic minimo de muestras se utilizé la siguiente ecuacién (Pita,
2001):
n = Z? pq/B?

Donde n = Total de la poblacién,
z = 1,96 para el 95% de confianza, 2,56 para el 99% (en este un 95% de
confianza),
p = Frecuencia esperada del factor a estudiar (en este caso 10% =0,1),
q=1-p (en este caso 1-0,1=0,9) y,
B = Precisién o error admitido (en este caso un 5% = 0,05)

n=1,96*0,1 *0,9/ 0,05?= 138
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Por lo tanto, se recolectaron un minimo de 138 muestras de la poblacién a estudiar

por cada terreno al mes.

Al llegar a cada sitio de muestreo, se tomaron las coordenadas de la zona con un
GPS. Se realizd un equipamiento previo de las personas encargadas de tomar las
muestras (vestimenta adecuada (bioseguridad) y preparacién de bolsos individuales con
los materiales necesarios). Se colectaron muestras ambientales, especificamente de
heces frescas de aves silvestres distribuidas en el suelo, con hisopos estériles, los cuales
fueron introducidos en las heces, ejerciendo una leve presién. Posteriormente, los hisopos
con las muestras, son introducidos en un tubo con tapa rosca y medio de transporte viral

{(UTM) los cuales estaban previamente etiquetados con un cédigo alfa-numérico.

Luego, estos tubos fueron depositados en un cooler a una temperatura
aproximada de 4°C, la cual fue medida con un termdémetro dispuesto dentro, para su

posterior transporte al laboratorio.

Analisis de la muestras en el laboratorio:
Para todos los trabajos realizados en el laboratorio, se llevé a cabo un proceso de

limpieza y desinfeccién previo tanto de la Campana de bioseguridad como de los
materiales a utilizar, acompafiado de la utilizacién de indumentaria necesaria para el

trabajo en un laboratorio.

Se descongelaran las muestras fecales, almacenadas a -80°C, para ser sometidas al
proceso de extraccién de RNA. De esta forma, se obtendran purificados de RNA para ser
procesados mediante el método diagndstico basado en la Reaccidn en Cadena de la
Polimerasa con Transcriptasa Reversa (rRT-PCR), el cual tiene por objetivo detectar el
gen M (matriz viral) del VI tipo A. El procedimiento de extraccién se realizara segun los
protocolos de Spackman y Lee (2014). Mientras que el ensayo rRT-PCR se llevara a cabo
siguiendo las recomendaciones entregadas por el Centro para el Control y Prevencidn de
Enfermedades (Centers for Disease Control and Prevention, CDC) y la Organizacién
Mundial de Salud (OMS).

a) Extraccion de RNA y rRT-PCR en tiempo real:
Procedimientos:

e Extraccidn de RNA: una vez realizada la extraccidon, segun los protocolos

mencionados, se debera resuspender el material genético en 50 UL de agua.
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b)

Parametros de control de calidad: se debera contar con un control negativo propio
de la extraccién, también con un control negativo que cuente con el agua libre de
RNAsa utilizada en el mix para la reaccion del rRT-PCR y con un control positivo el
cual correspondera a un purificado de VI porcina AH1N2.

Mix de reaccion: se preparara utilizando los primers para detectar el gen M,
siguiendo los protocolos de CDC y OMS correspondientes. Posteriormente, la
reacciéon se llevara a cabo en el Termociclador de PCR en tiempo real (Stratagene
Mx3000p) dispuesto en la Unidad de EpiFAVET.

Interpretacion de resultados RRT-PCR:

Bajo la metodologia previamente nombrada, se realizdé una evaluaciéon de la
reaccién de RRT-PCR con partidores y sonda Inf A para la deteccidn genérica de
virus de influenza A.

Luego de 40 ciclos de ampilificacion, las curvas obtenidas se interpretaron de la
siguiente manera; Las reacciones de los controles negativos no deben exhibir
curvas de amplificacién de fluorescencia que crucen la linea de umbral. En caso
de que ocurra un falso positivo, es posible que haya ocurrido contaminacién de la
muestra. Por su parte, todas las muestras que exhiban curvas de reaccién que
crucen la linea umbral en los primeros 38 ciclos se interpretaron como muestras
positivas a RRT-PCR vy todas las muestras que no exhiban curvas de reaccion que
crucen la linea umbral en los primeros 38 ciclos, se interpretaron como muestras
negativas a RT-PCR (Karlsson ef al., 2013).

Calculo de prevalencia:
Se estimé la prevalencia mensual otorgada por el test diagndstico y el calculo de

intervalos de confianza para proporciones mediante el programa software Infostat.
Un estimador de intervalo de confianza de la proporcién en la poblacién P, es un
intervalo, calculado a partir de los datos de la muestra, en el cual confiaremos se
encuentra la proporcién de la poblacién P (Moreno ef af., 2000).

Se utilizé la siguiente formula para el calculo de prevalencia:

. _ Ct
P =y

Donde: (r = es el nlimero de casos existentes en un momento determinado
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Nt = es el nimero total de individuos en un momento determinado

5.1.3 Analisis de la asociacion entre estacionalidad y prevalencia:
Se realizd un analisis estadistico de regresidn logistica univariada, la cual es una

herramienta estadistica muy utilizada en epidemiologia veterinaria en aquellas situaciones
donde el resultado del estudio es dicotémico, mayoritariamente, variables que representan
presencia o ausencia de enfermedad (Dohoo ef al., 2003). De esta manera, la regresion
logistica permite cuantificar la relacién entre una variable respuesta y variables
explicativas (Pagano, 2012). Para una respuesta binaria, el modelo de regresién logistica

simple, es decir con una variable regresora, presenta la siguiente férmula:

Logit (p;) = log(p;/(1—p))) =a+ BX;

Donde p; es la probabilidad de éxito dado X, o es la ordenada al origen
{constante), B es la pendiente o coeficiente de regresién asociado a Xy X es la variable
explicatoria (estacién). Luego, en regresién logistica, se modela la transformacién Logit de

la probabilidad de éxito como una funcién lineal de una o mas variables explicatorias.
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VI. - RESULTADOS

6.1 Caracterizacion de las comunidades de aves silvestres
En la tabla 3 se detallan las fechas de la realizacién de los censos y toma de

muestras de aves silvestres presentes en el Humedal Laguna Cartagena y la Reserva

Nacional Lago Pefiuelas entre los afios 2015y 2016.

Tabla 3. Fechas de los censos y toma de muestras realizados en Humedal Laguna
Cartagena y Reserva Nacional Lago Penuelas.

Humedal Laguna Reserva Nacional
Cartagena Lago Pefuelas
Primavera 2015 25 noviembre 10 diciembre
Verano 2016 29 enero / 16 marzo | 24 febrero / 15 marzo
Otono 2016 29 abril / 31 mayo 22 abril / 27 mayo
Invierno 2016 15 agosto 24 julio

Humedal Laguna Cartagena

Se realizaron seis censos entre noviembre de 2015 y agosto de 20186,
registrandose un total de 3.815 individuos pertenecientes a 39 especies, 18 familias y 9
ordenes, de las cuales 34 fueron clasificadas como especies residentes, 4 como visitantes

de primavera verano y 1 como visitante de otofio invierno (Tabla 4).

Las especies residentes tuvieron mayor presencia durante todos los meses de
muestreo, variando en abundancia, siendo esta mayor entre los meses de marzo a abril
(25 y 24 especies respectivamente). Con respecto a las especies visitantes, se observd
una presencia comparativamente constante con 3 especies en casi todos los meses, a

excepcion de mayo donde hubo sélo 2 (Grafico 1) (Tabla 4).

En relaciédn a la abundancia total de individuos, se observaron diferencias
estadisticamente significativas a la prueba de Kruskal-\Wallis entre la estaciones
Primavera-Verano (Noviembre a Marzo) y Otofio-Invierno (Abril a Agosto) (H= 50,78, P=
<0,0007). Se observdé un aumento en la abundancia a fines de la época de verano, con un
maximo de 1.012 individuos censados en el mes de marzo y toda la época de otofio, con
un promedio de 575 individuos entre abril y mayo, mostrando un aumento del ndmero de

individuos censados en 781 durante el mes de agosto (Grafico 1).
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Con respecto a la proporciéon en abundancia de individuos residentes y visitantes
obtenida para el sitio, se puede observar que los primeros (residentes) fueron mas
abundantes en la mayoria de los meses, a excepcidén de Noviembre, donde la proporcién

de visitantes fue mayor que los residentes (Grafico 2).

Grafico 1. Abundancia comparativa entre especies de aves silvestres residentes y
visitantes y abundancia total de individuos censados por mes en el Humedal
Laguna Cartagena.
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Grafico 2. Abundancia comparativa entre individuos pertenecientes a especies
visitantes y especies residentes censados por mes en el Humedal Laguna
Cartagena.
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La composicidén del ensamble de aves fue la siguiente; se observé una dominancia de la
familia Anatidae (diez especies), siguiéndole en importancia las familias Rallidae (cinco

especies), y Laridae y Ardeidae (cuatro especies).
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Los individuos del orden Charadriiformes fueron los mas abundantes durante todos

los meses de muestreos con una presencia del 48%, seguido por el orden Gruiformes con

un 13% y Anseriformes con un 9%. La tabla 4 muestra las frecuencias absolutas (fa) y

relativas (fr) de las especies de aves silvestres residentes y visitantes registradas durante

los meses de muestreos en el Humedal Laguna Cartagena.

Tabla 4. Frecuencias absolutas y frecuencias relativas de individuos censados por
especies de aves silvestres residentes y visitantes identificadas en Humedal
Laguna Cartagena entre noviembre de 2015 y agosto de 2016.

MESES
Especie Noviembre Enero Marzo Abril Mayo Agosto E
fa fr Fa Fr fa fr Fa fr Fa fr Fa Fr

Agelastictis
thilius thilius 5 Ent ) 2 |[aEEe] - = =] = |~ - 3 0004 |R
Anas cyanoptera
cyanoptera - - - - 3 |oo002] 10| 002]) 12| 0,02 14 002 | R
Anas georgica
spinicauda 10 | 0,02 - - 27 | 002] 65| 01 63 0,1 36 005 | R
Anas flavirostris
favirostris ) i - = - g 6 | 001] 1 | 0002 - - R
Anas platalea 9 | 002 - - 12 | 0,01 4 10,01 2 | 0,003 22 003 | R
Anas sibilatrix - - - - 5 |0004] 3 |0,005] 6 0,01 10 001 | R
Ardea alba
| egretta - - 1 [0,002] 1 0,001] 2 |o004] - - - = R
Ardea cocoi - - - - - - 1 10,0021 1 0,002 - - R
Cairina
moschata - - 2 |0004] 2 |0002] 2 |0,004] 2 | 0,003 2 0,003 | R
Cathartes aura
jota - - - - - - 6 | 0,01 - - - = R
Chroicocephalus
maculipennis - - 1211 0,2 82 | 008 17 | 0,03 | 31 D.05 148 0,2 v
Cinclodes
patagonicus - - - - 18 0,01 - - - - = = R
patagonicus
Coscoroba
coscoroba 2 |o005]| - - 4 |oo03| 7 |oo01] 2 | 0,003 2 0,003 | v
Cygnus
melanocoryphus 281007 | - - 22 |o02| 4 |ooo7| 3 |oo050] 1 0,001 | R
Egretia:rhila 1 looo2| 12 [002| 1 |ooot1| 13 |002] 14| 002 | 2 005 | R
thula
Fulica armillata 6 | 001 |166] 0,3 | 179 | 0.1 79 | 01 42 | 0,07 42 005 | R
Fulica
letcoptera ) ) ) ) 8 |0.007] - - ) - - . R
Fulica rufifrons - - - - 4 |0003) - - - - - 2 R
Galflinula
melanops . - 2 |0004] 1 0,001 5 | 0,01 5 0,01 1 0,001 | R
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crassirostris

Haematopus
palfliatus
palliatus

0,005

10

0,02

0,002

67

0,1

41

0,07

51

0,07

Himantopus
mexicanus
melanurus

12

0,03

12

0,02

61

0,06

1

11

0,02

16

0,03

44

0,086

Heteronetta
atricapiila

12

0,01

0,01

0,01

0,006

Larus
dominicanus
dominicanus

0,01

509

0,5

103

1.2

196

0,3

308

0,4

Leucophaeus
modestus

0,003

36

0,07

50

0,08

Leucophaeus
pipixcan

18

0,04

64

0,1

Milvago
chimango
chimango

0,002

21

0,04

0,002

0,001

Numenius
phaeopus
hudsonicus

300

0.7

44

0,9

0,003

58

0,07

Nycticorax
nycticorax
obscurus

0,006

Oxytira sp

0,004

12

0,01

0,008

Passer
domesticus
domesticus

0,003

Phalacrocorax
brasilianus
brasilianus

19

0,04

23

0,02

49

0,09

86

0,1

0,009

Podiceps major
major

0,004

0,01

0,005

Podiceps
occipitalis
occipitalis

0,001

Rollandia rolland
chilensis

0,002

0,006

0,007

0,01

0,01

Sturneffa foyca
loyca

0,004

Tachycineta
meyeni

0,002

0,01

0,001

13

0,02

0,003

0,003

Thafasseus
elegans

14

0,03

Vanellus
chilensis
chilensis

0,007

0,002

0,004

0,007

0,008

Zonotrichia
capensis
chilensis

0,002

0,001

TOTAL

398

475

1012

5352

597

781

*E: estatus R: residente V:

visitante
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En cuanto a al indice de diversidad de especies Shannon-Wiener, se obtuvieron
resultados bajos (<2) los meses de noviembre, enero y marzo, mientras que los meses de
abril, mayo y agosto se obtuvieron indices medios de diversidad (2 a 3) (Shannon-Wiener,
1949) (Tabla 2). Estas diferencias de diversidad resultaron estadisticamente significativas
entre los meses correspondientes a Primavera-Verano vs Otofio-lnvierno (H= 812,43, P=
<0,0007). Por su parte, los indices de equidad Pielou (J') calculados, manifiestan que el
mes con menor equidad entre sus especies es noviembre, en contraste con abril el cual
presenta una alta equidad obteniendo un indice con un valor muy cercano a 1 (Pielou,
1969) (Tabla 5).

Tabla 5. indices de diversidad de Shannon-Wiener (H’) y de equidad de Pielou (J’) en
los distintos meses de muestreo para las aves silvestres presentes en el Humedal
Laguna Cartagena.

Indice Shannon-Wiener | Indice de Pielou
Noviembre 1,083 0,4
Enero 1,881 0,7
Marzo 1,821 0,5
Abril 2,617 0,8
Mayo 2,339 0,7
Agosto 2073 0,6

Reserva Nacional Lago Penuelas

Se realizaron seis censos entre diciembre de 2015 y julio de 2016 (Tabla 3),
registrando un total de 1.276 individuos pertenecientes a 24 especies, 14 familias y 10
ordenes, de las cuales 20 fueron clasificadas como especies residentes, 3 como visitantes

de primavera verano y 1 como visitante de otofio invierno (Tabla 6).

La proporcidn de especies residentes fue superior durante todos los meses de
muestreo, variando en abundancia, siendo mayor en los meses diciembre, febrero y
marzo (11, 11 y 12 especies respectivamente) y menor en el mes de julio (3 especies).
Con respecto a las especies visitantes, se observé una presencia constantemente baja,
con un maximo de 2 especies identificadas en los meses de abril y mayo, y con un

minimo de cero especies en los meses de marzo y julio (Grafico 2).

En relacién a la abundancia total de individuos, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas a la prueba de Kruskal-\Wallis entre las estaciones
Primavera-Verano y Otofio-lnvierno (H= 1,54, P=0,2086). Sin embargo, los resultados

obtenidos fueron diversos y no constantes, manifestando que los meses con valores mas
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altos fueron diciembre con 456 individuos censados y mayo con 239, por su parte, el mes

con mehor cantidad de individuos censados fue Julio con solo 14 (Grafico 3).

Con respecto a la proporcion de individuos residentes y visitantes obtenida para el
sitio, se puede observar gque al igual que en el HLC, los individuos residentes fueron los
mas abundantes en la mayoria de los meses, a excepciéon de Diciembre, donde la

proporcion de visitantes fue mayor que los residentes (Grafico 4).

Grafico 3. Abundancia comparativa entre especies de aves silvestres residentes y
visitantes y abundancia total de individuos censados por mes en La Reserva
Nacional Lago Pefuelas.
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Grafico 4. Abundancia comparativa entre individuos pertenecientes a especies
visitantes y especies residentes censados por mes en la Reserva Nacional Lago
Penuelas.
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La composicién del ensamble de aves fue la siguiente; se observé una dominancia

de las familias Anatidae y Laridae (5 especies), siguiéndole en importancia la familia

Ardeidae (3 especies).

Los individuos del orden Charadriiformes fueron los mas abundantes con una

presencia del 68%, seguido por el orden Anseriformes con un 15% y por el orden

Suliformes con un 8%. La tabla 6 muestra las frecuencias absolutas (fa) y relativas (fr) de

las especies de aves silvestres residentes y visitantes registradas durante los meses de

muestreos en la Reserva Nacional Lago Pefiuelas.

Tabla 6. Frecuencias absolutas y frecuencias relativas de individuos censados por
especies de aves silvestres residentes y visitantes identificadas en la Reserva
Nacional Lago Pefnuelas entre diciembre de 2015 y julio de 2016.

MESES

Especie

Diciembre

Febrero

Marzo

Abril

Mayo

Julio

fa

Fr

fa

fr

Fa

fr

fa fr

fa

fr

fa

Fr

Anas flavirostris
flavirostris

1

0,005

0,01

A

Anas georgica
spinicauda

121

0,3

51

0,2

Anas sibifatrix

0,004

0,03

Ardea alba
| egretta

0,01

0,02

0,1

0,07

Ardea cocoi

0,01

0,01

0,01

8,1

Anas sp*

0,04

Charadrius
collaris

0,01

Chroicocephalus
maculipennis

0,01

17 | 0,08

0,01

<|<]|A|AW]|] W] A

Coragyps
atratus foetens

0,002

A

Cygnus
melanocoryphus

0,002

Egretta thtila
thula

0,02

0,05

Fulica armilfata

0,01

9 | 004

Geranoaetus
polyosoma
pofyosoma

0,01

Himantopus
mexicanus
melanurus

0,1

Larus
dominicanus
dominicanus

103

0.5

81

0,6

140 0,6

1701 0,7
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Letcophaeus

modestus i i - : 1 |0007] - 5 § . i i R

Leticophaeus
pipixcan il i i : i ? i E i g i ¥ ¥

Milvago
chimango - - 2 10,01 2 0,01 7 1003 2 0,01 - - R
chimango

Phalacrocorax
brasilianus 5 0,01 3 10,01 10 0,07 | 31 0,1 55 0,2 5 & R
brasilianus

Podiceps major
major 1010021 7 |0,03 - - 5 |002] 1 0,004 - - R

Rynchops niger
cinerascens ) 5 2 s z o 4 | 0,02 - - - _ v

Tachycineta
meyeni - - - - 7 005 | - - 2 0,01 - - R

Thinocorus
rumicivorus - = - = - - - - - - 3 02 R
rumicivorus

Vanellus
chilensis 111002122 | 01 11 0,08 5 10021 4 0,02 4 0,3 R
chilensis

TOTAL 456 206 142 219 239 14

*E: estatus R: residente V: visitante

En cuanto a los indices de diversidad de especies Shannon-Wiener, todos los
meses censados obtuvieron indices bajos (<2), dentro de los cuales, el mas cercano a
presentar una diversidad media, fue julio con un indice de 1,7 (Shannon-Wiener, 1949)
(Tabla 3). Sin embargo, los indices obtenidos resultaron estadisticamente significativos
entre las estaciones Primavera-Verano vs Otofio-lnvierno (H= 17,52, P= <0,0007). Con
respecto a los indice de equidad de Pielou (J') calculados, casi todos los meses
presentaron una equidad media entre sus especies, a excepcion de julio, el cual presentd

una equidad maxima con un valor de 1 (Pielou, 196%) (Tabla 3).

Tabla 7. indices de diversidad de Shannon-Wiener (H) y de equidad de Pielou (J’) en
los distintos meses de muestreo para las aves silvestres presentes en la Reserva
Nacional Lago Penuelas.

Indice Shannon-Wiener Indice de Pielou
Diciembre 1,158 0,5
Febrero 1,502 0,6
Marzo 1,588 0,6
Abril 1,272 0,6
Mayo 0,846 0,4
Julio 1,710 1
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6.2 Estimacion de prevalencia
Humedal Laguna Cartagena

De un total de 1.147 muestras de heces de aves silvestres recolectadas entre
septiembre de 2015 y agosto de 2016 y al ser analizadas mediante la técnica de rRT-PCR
en tiempo real, cinco exhibieron curvas de reaccién gque cruzaron la linea umbral antes de
los 38 ciclos, siendo positivas al gen de matriz (M) de virus de influenza tipo A, arrojando

asi una prevalencia total de 0,4%.

A continuacién (tabla 6) se presentan los resultados del presente estudio
detallando; el numero total de muestras analizadas, muestras positivas a rRT-PCR y

prevalencias calculadas para cada mes en el HLC.

Tabla 8. Resultados de muestras analizadas mediante la prueba rRT-PCR
pertenecientes a aves silvestres presentes en el Humedal Laguna Cartagena entre
septiembre de 2015 y agosto de 2016.

Mes N° muestras N° muestras Prevalencia Intervalos de
analizadas positivas rRT-PCR (%) confianza 95%
Septiembre 60 0 0 -
Noviembre 128 0 0 -
Enero 192 4 2,0 (0,02 - 3,9)
Marzo 192 1 0,5 (0,4 - 1,5)
Abril 192 0 0 -
Mayo 192 0 0 -
Agosto 192 0 0 -
TOTAL 1.148 5 - -

Reserva Nacional Lago Penuelas

De un total de 1.431 muestras de heces de aves silvestres recolectadas entre
septiembre de 2015 a julio de 2016 y al ser analizadas mediante la técnica de rRT-PCR
en tiempo real para este sitio, 15 exhibieron curvas de reaccidn que cruzaron la linea
umbral antes de los 38 ciclos, resultando ser positivas al gen de matriz (M) de virus de

influenza tipo A, arrojando asi una prevalencia total de 1,04%.
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A continuacién (tabla 7) se presentan los resultados del presente estudio
detallando; el numero total de muestras analizadas, muestras positivas a rRT-PCR y

prevalencias calculadas para cada mes en la RNLP.

Tabla 9. Resultados de muestras analizadas mediante la prueba rRT-PCR
pertenecientes a aves silvestres presentes en la Reserva Nacional Lago Pefuelas
entre septiembre de 2015 y julio de 2016.

Mes N° muestras N° muestras Prevalencia Intervalos de
analizadas positivas rRT-PCR (%) confianza 95%
Septiembre 220 3 1,4 (0,1 -2,8)
Octubre 100 0 0 -
Diciembre 151 4 2,6 (0,06 - 5)
Febrero 192 2 1 (0,4 - 2,4)
Marzo 192 4 2 (0,02 - 4)
Abril 192 2 1 (0,4 - 2,4)
Mayo 192 0 0 =
Julio 192 0 0 -
TOTAL 1.431 15

6.3 Asociacion entre estacionalidad y prevalencia
Para el presente estudio, se utilizaron los datos obtenidos en el segundo objetivo

para definir la variable dependiente para ambos sitios, definida como “Positividad a
Influenza” codificada en un resultado dicotémico (Positivo = 1, Negativo = 0). De igual
manera, se utilizaron los datos obtenidos en el primer objetivo para establecer las
variables independientes (explicatorias), una de ellas regresora, correspondientes a
“Diversidad” y dos de clasificacion codificadas en un resultado dicotémico
correspondientes a; “Abundancia de Individuos™ (Alta y Baja) y “Estacién del afo”
(Primavera-Verano y Otofio-Invierno). Todas las variables fueron analizadas mediante
regresién logistica simple, considerando una significancia estadistica de p<0,05 (tabla 9 y
10).

La definiciéon y clasificacidon de las variables independientes consideradas en el
andlisis de regresion logistica simple realizada para ambos sitios, se detallan en la tabla
10.
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Tabla 10. Variables consideradas en el analisis de regresion logistica simple para
ambos sitios.

Variable Definicion y Clasificacion

Diversidad indice de Shannon-Wiener calculado para
cada mes. Caracter numérico.

Abundancia absoluta de individuos para
Abundancia de individuos cada mes.

HLC = < 0 = 500 Baja y >500 Alta

RNLP = < 0 = 200 Baja y >200 Alta

Meses en los cuales de realizaron los

Estacién del afio muestreos. Diciembre a Marzo =
Primavera-Verano. Abril a Julio = Otofio-
Invierno.

Tabla 11. Resultados de Regresion Logistica Simple para asociacion entre
positividad a Influenza y estacionalidad de ensambles de aves silvestres en el HLC.

Variable O.R 1.C.1 1.C.S Valor de p
Diversidad 0,49 0,08 3,04 0,4434
Abundancia de 9,71 1,08 87,21 0,0424
individuos
Estacion del afio - - - 0,9870

La variable abundancia de individuos para el HLC presentd un valor de p = 0,0424
y un OR de 9,71; indicando que los meses que presentan una abundancia de individuos
baja tendrian un riego 9,71 veces mayor de ser positivos a VIA que aquellos que
presentan una abundancia alta de aves. No se encontré asociacidén estadistica en las

otras variables analizadas.

La variable estacién del afio para la RNLP presentdé un valor de p = 0,0288 y un
OR de 5,47; indicando que las aves que fueron muestreadas durante la época de
primavera-verano tendrian un riego 5,47 veces mayor de ser positivas a VIA que aqguellas
muestreadas durante la época de otofic-invierno. No se encontré asociacién estadistica

en las otras variables analizadas (tabla 12).
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Tabla 12. Resultados de Regresion Logistica Simple para asociacion entre
positividad a Influenza y estacionalidad de ensambles de aves silvestres en la
RNLP.

Variable O.R 1.C.1 1.C.S Valor de p
Diversidad 1,35 0,18 9,80 0,7693
Abundancia de 0,95 0,28 3,16 0,9282
individuos
Estacion del afio 5,47 1,19 25,07 0,0288*

* Variables que presentaron significancia estadistica (p < 0,05).
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VIl. - DISCUSION

7.1 Caracterizacion de las comunidades de aves silvestres
En Chile central existe una compleja red de humedales que alberga una gran

diversidad de aves acuaticas (Vilina y Cofré 2006).

Los humedales de tipo estuarino, como es el caso del Humedal Laguna
Cartagena, se caracterizan por una gran diversidad de condiciones ambientales dado que
representan zonas ecotonales entre el agua salada del mar y el agua dulce de rios. Esta
caracteristica junto a su alto dinamismo, influencia la estructura comunitaria de aves
acuaticas, y les permite mantener una alta diversidad de especies con distintos
requerimientos ecolégicos (Ravenscroft y Beardall 2003). A pesar de que este humedal
esta sometido a una elevada presion humana, ya que esta inserto en un area densamente
poblada, a la fecha se han registrado en él, alrededor de 96 especies de aves, entre
acuaticas, marinas y migratorias (llustre Municipalidad de Cartagena), de las cuales 39
fueron identificadas en este estudio (41%), sin perjuicic de que sin una correccién por

esfuerzo de muestreo no es posible hacer una comparacién detallada.

Por su parte, una de las caracteristicas sobresalientes de la Reserva Nacional
Lago Pefiuelas desde el punto de vista faunistico, es que constituye la Unica area de
concentracién de avifauna de importancia entre la Regién Metropolitana y la Quinta
Region, llegando a contabilizarse mas de 115 especies de aves (CONAF, 1999); de estas
24 fueron identificadas en este estudio (21%). Es importante destacar, que este embalse
cuenta con una superficie aproximada de 522 ha, por lo cual, la dispersién de los
ensambles de aves que alli habitan es muy extensa, razén por lo cual se requeriria de un

mayor esfuerzo de muestreo para lograr un resultado aln mas representativo.

Existen diferentes aproximaciones para obtener informacién sobre la presencia y
abundancia de las poblaciones de aves silvestres. La mas directa consiste en contar
todos los individuos de una poblacidn mediante un censo (De la Maza y C. Bonacic,
2013). El muestreo mediante puntos de conteo (realizado en este estudio) se utiliza
cominmente para aves u otra taxas en que el habitat utilizado es mas cerrado, por lo que
se requiere de una mayor concentracion para los registros. Con respecto a las ventajas de
este método, se destacan que al no estar en movimiento, el observador se concentra
totalmente en los registros y que al permanecer en un lugar fijo, existe una mayor

probabilidad de registrar las especies cripticas (que se mueven poco 0 soh poco visibles).
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Por otra parte, las desventajas de este método apuntan a que el tiempo de muestreo es
poco eficaz, puesto que el area cubierta es menor que con los transectos y gque a su vez,
existe una mayor probabilidad de recontar a un mismo individuo dentro del mismo punto
(De la Maza y C. Bonacic, 2013). Este estudio detectd diferencias entre los meses tanto
en abundancia como de riqueza en ambos sitios, las cuales sin embargo, no resultaron
ser estadisticamente significativas. Por su parte, los andlisis de diversidad (H’) y equidad
(J) realizados, indican que tanto el HLC como la RNLP mantienen poblaciones de aves
gue son dominantes en términos de abundancia, correspondientes para el caso del HLC
a. Taguas (Fufica armillata) especie residente, y la mas conocida y abundante de las
especies de Taguas gue se encuentran en nuestro pais, y las cuales gustan de aguas
libres al centro y vegetacién en las orillas; Gaviota Dominicana (Larus dominicanus
dominicanus) especies residente, es la gaviota mas grande de Sudameérica, con una
notable zona de distribucién; Zarapito (Mumenius phaeopus hudsonicus), altamente
migratoria, llega a Chile en primavera-verano (austral) pudiéndose ver a veces en
bandadas bastantes numerosas en la arena himeda buscando su alimento (Jaramillo,
2004). Para el caso de la RNLP; Yeco (Phalacrocorax brasilianus brasilianus) especie
residente, que posee una gran capacidad de adaptacion, ya que vive indistintamente tanto
en agua dulce de rios y lagos, como en las saladas de mares, sin embargo, tiende a
preferir los lagos y lagunas de interior; Gaviota Dominicana (Larus dominicanus
dominicanus) (Jaramillo, 2003). La alta representatividad numérica de individuos
pertenecientes a estas especies por sobre otras, explicaria las diferencias en los valores
de diversidad y equidad entre los meses para ambos sitio. Sin embargo, especificamente
los indices de diversidad (H’) calculados para el HLC en comparacién con los calculados

para la RNLP fueron mayores en todos los meses censados.

La migracién en las aves es un fendmeno bioldégico con fuertes implicaciones
fisiologicas. Se destacan cambios en la alimentacién, cambios musculares, y una serie de
cambios hormonales (Villasefior, 1994). En términos generales, el proceso de migracion
en aves involucra un comportamiento altamente especializade y una fisiclogia
caracterizada por dos estados: Pre-migratorio y Migratorio (Dingle, 1980). En el primero,
las aves se vuelven hiperfagicas (incrementando su alimentacién hasta un 50% por
encima de los niveles normales y acumulando el exceso en lipidos que servirdn como
recursos energéticos durante la migracién. En el segundo estados, el ave comienza y
mantiene el vuelo migratorio, lo que implica una alta actividad catabdlica (Villasefior,
1994).
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La presencia de especies visitantes se mostré muy diferente en ambos sitios. El
HLC mostré un nlimero mas bien constante de estas y no evidencid diferencias entre los
meses, lo cual se puede deber a que algunas especies como Chroicocephalus
maculipennis (Gaviota cahuil) (visitante estival), Numenius phaeopus hudsonicus
(Zarapito) (visitante estival) y Coscoroba coscoroba (Cishe coscoroba) (visitante invernal)
tuvieron presencia en la mayoria de los meses de muestreo, lo que indicaria que estas
especies mantienen individuos durante todo el afio en la zona, alge que ha sido
observado también en algunas zonas costeras del pais (Martinez y Gonzalez 2005,
Jaramillo 2003). Sin embrago, ¥ a pesar de que no podemos asegurar que todas las
visitantes identificadas sean migratorias, al comparar los resultados de este estudio con
los resultados de la recopilacion de avistamientos de aves en la Laguna Cartagena vy el
Estero San Sebastian realizada por Schmitt (2009), podemos certificar que la presencia
de la mayoria de las aves visitantes identificadas no es casual, ya que su abundancia es
definida en la categoria de “comun”, a excepcién de Thalasseus elegans cque es
catalogado comeo “raro” (Schmitt, 2009, datos no publicados) y que en nuestro estudio

solo se identificéd su presencia en el mes de abril y con una frecuencia relativa baja.

Por su parte, y en contraste con lo observado en el HLC, la presencia de especies
visitantes en la RNLP fue muy escasa en todos los meses censados. Esto puede ser
atribuido principalmente a que durante el periodo de muestreo, las precipitaciones fueron
en general, entre 30% y 60% bajo el promedio en la zona centro y sur de Chile (OMM,
2016), por lo cual, es importante recalcar que este lago artificial no recibe ningln afluente
y se alimenta solo por aguas lluvias (CONAF, datos no publicados), lo que provocarian
una reduccién en la disponibilidad y/o calidad de sus recursos junto con la disminucion de
la superficie del agua, produciendo el desplazamiento de individuos hacia otros
humedales (Ma ef al 2004). Junto con esto, se ha demostrado que la gran mayoria de las
especies de aves acuaticas migratorias de origen boreal, se asocian mas frecuentemente
a humedales costeros que a humedales interiores (Vilina & Cofré 20086), lo que explicaria
la ausencia de individuos de la especie Numenius phaeopus hudsonicus (zarapito) en la

RNLP y en comparacidn a la alta abundancia de estos mismos en el HLC.

Con respecto a la abundancia total de individuos, si bien ninguno de los dos sitios
obtuvo diferencias estadisticamente significativas entre los meses de muestreo, se

evidencia un comportamiento de los valores muy distintos al comparar ambos sitios.

47



Para el caso del HCL, se observa un aumento evidente en el mes de marzo (a
fines de verano) y constante en los meses de abril, mayo y agosto (otofio-invierno),
resultados que coinciden en parte con los obtenidos a partir de la ejecucién de los censos
de aves acuaticas realizados en todo el territorio nacional entre los afios 2011 y 2012, los
cuales determinan un incremento en la abundancia absoluta de aves en las temporadas
de invierno y primavera (SAG, 2012). Escenario muy distinto al observado en la RNLP,
donde se observaron valores muy inconstantes, y que no parecen seguir ninglin patrén
estacional, con un peak en el mes de diciembre, disminuyendo a la mitad en los meses de
febrero y marzo. Posteriormente presenta un leve aumento entre abril y mayo, para
finalmente volver disminuir drasticamente en julio, con solo 14 individuos censados. La
marcada variabilidad de las comunidades de aves que habitan en este lago, podria
responder a dos factores principales; en enero de 2015 se registré en este sitio un
incendio forestal que se propagd por una superficie aproximada de 60 hectareas de
pastizal, matorral y arbolado nativo (CONAF, datos no publicados), debido a esto, se sabe
que el fuego es el mayor agente de perturbacién en muchos ecosistemas, debido a la
perdida de habitat que se produce (Brotons ef af., 20035). Para el caso de las aves, la
respuesta a la modificacidn del habitat depende de los atributos de cada especie,
pudiendo algunas no ser afectadas o incluso ser beneficiadas (Lantschner y Rusch 2007),
tal como lo comprobaron Grigera y Pavic (2007), en un estudio realizado en el parque
Nacional Nahuel Huapi, Argentina, donde reportaron que las especies gque se alimentan
en el suelo respondian positivamente a la perturbacién producida por el incendio,
observando una mayor diversidad de aves en los sitios gquemados que en los no
quemados. Por otra parte, las variaciones en funcién de las precipitaciones y Ia
temperatura registradas en este sitio, podrian influir nuevamente y en gran parte en la
disponibilidad de alimento de aves herbivoras, lo gque explicaria la disminucidn en la

abundancia, en particular de patos (Anas spp) y taguas (Fulica spp) (Lake, 2011).

En términos de relacionar los resultados obtenidos por los censos, con el potencial
riesgo de entrada de VIA a nuestro pais, la presencia de especies como Charadrius
collaris (Chorlo de collar), Leucophaeus pipixcan (Gaviota de Franklin), Numenius
phaeopus hudsonicus (Zarapito) y Thalasseus elegans (Gaviotin elegante) jugarian un rol
significativo, ya que estas corresponden a especies migratorias inter-hemisfericas, que
durante el invierno boreal viajan a las costas de nuestros pais, desde lugares como el
centro-oeste de Norteamérica (Leucophaeus pipixcan), Alaska y Canada (Numenius

phaeopus hudsonicus) y México (Charadrius collaris y Thalasseus elegans), zonas
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geograficas donde actualmente existen casos confirmados de VIA en aves silvestres (OIE,
2017). Las aves migratorias pueden transportar agentes patégenos a través de largas
distancias, especialmente aguellos que no afectan en gran medida su estado de salud
(Qlsen et al, 2006). Sumado a esto, es importante destacar que las cuatro especies
nombradas anteriormente pertenecen al orden Charadriiformes, las cuales se consideran,
con particular importancia, como reservorios naturales de los VIA junto con las

pertenecientes al orden Anseriformes (Olsen ef al., 2006).

7.2 Estimacion de prevalencia
Los dos brotes IAAP del subtipo H7N3 ocurridos en la regién de Valparaiso en

nuestro pais el afio 2002, sumado al nimero de casos confirmades por la FAO y la QIE
de presencia de VIA en aves silvestres en paises de Norteamérica en los Ultimos afios,
hicieron justificable en este estudio la realizacién de muestreos en sitios donde se
concentran poblaciones de aves silvestres migratorias y residentes en Chile central,
especificamente en la regién de Valparaiso, que albergan una gran diversidad de
especies de aves, como son la Reserva Nacional Lago Pefiuelas y el Humedal Laguna
Cartagena. Asimismo, este estudio forma parte de un estudio mas amplio de vigilancia de

los VIA en aves silvestres en todo el territorio nacional.

Las aves silvestres, especificamente las especies pertenecientes al orden
Anseriformes (p. ej. patos, gansos y cisnes) y al orden Charadriiformes (p. ej. gaviotas y
aves playeras), se consideran los reservorios naturales de los 144 subtipos de virus de
influenza aviar descritos (Webster ef a/, 1992, Stallknecht y Brown, 2008). Estos virus,
son generalmente transmitidos por las aves acuaticas a través del tracto intestinal y el

virus viable se puede detectar en las heces (\Webster ef al., 1978).

Los analisis de heces del habitat de aves acuaticas, como es el caso del presente
estudio, pueden proporcionar evidencia de la presencia y circulacion de VIA en las
poblaciones de aves silvestres, los subtipos especificos presentes, los niveles de
patogenicidad y los posibles riesgos para las aves de corral y el ganado susceptible
(Franklin et al., 2009).

Para el presente estudio se decidié utilizar la técnica de rRT-PCR en tiempo real
para la deteccién de virus de influenza tipo A, ya que este método presenta los valores

mas altos de sensibilidad y especificidad para su detecciéon en comparacién con otros
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(Cattoli ef af., 2004; QIE, 2015), ademas de ser una alternativa rapida, y debido a que el
producto rRT-PCR se detecta con una sonda especifica, hay confirmaciéon de que se
amplificé el gen objetivo correcto, reduciendo asi la posibilidad de falsos positivos
(Spackman ef al., 2002).

Los resultados obtenidos revelan que para el HLC y de un total de 1.147 muestras
de heces recolectadas y posteriormente analizadas, cinco de ellas resultaron positivas a
rRT-PCR, obteniendo asi una prevalencia del 0,4% para este sitio. De la misma forma
para la RNLP y de un total de 1.431 muestras recolectadas y posteriormente analizadas,

15 de ellas fueron positivas a rRT-PCR, obteniendo asi una prevalencia del 1,04%.

Al comparar estos resultados con los reportados en otros estudios, podemos
comprobar gue los valores calculados son muy cercanos (Olsen et af, 2008), ya que se
ha reportado que en Norteamérica y Canada los valores de prevalencia encontrados para
poblaciones de patos y gansos silvestres se encuentran en un rango de 0,25 — 2.0%. Ctro
estudio realizado en aves silvestres de humedales en México (Soriano, 2009) obtuvo 15
muestras positivas a rRT-PCR de un total de 4.694, alcanzando una prevalencia del 0,3%,

muy similar al valor obtenido en el HLC.

Sin embargo, todos los valores de prevalencias antes mencionados, incluyendo los
obtenidos en la presente tesis, estdan muy por debajo de los alcanzados en un estudio
realizado en EE.UU entre los afios 2006 a 2009, en el cual se recolectaron un total de
101.530 muestras de heces de aves silvestres, con prevalencias calculadas de 4,0%,
6,7% y 4,7 para los afos 20086, 2007 y 2008 respectivamente (Deliberto ef af., 2009).

De igual forma, al comparar nuestros resultados con los obtenidos en los pocos
estudios publicados que existen sobre VIA en aves silvestres en Sudamérica, se
evidencia una alta similitud de los valores, especificamente con los obtenidos en el HLC,
como en un estudio realizado en Argentina entre los afios 2006 a 2007, el cual recolectd
2.895 muestras provenientes de aves silvestres acuaticas de diferentes lugares de dicho
pais, en donde se detectaron 12 muestras positivas por el método de rRT-PCR, es decir,
con una prevalencia de 0,4% (Pereda, 2008). Asi mismo, en Perd, un estudio realizado
entre los mismos afios (2006 y 2007) en donde de colectaron un total de 2.405 muestras
ambientales (heces) de aves silvestres en la costa central de este pais, arrojé un total de
nueve muestras positivas, es decir un prevalencia del 0,3% (Ghersi et al., 2009). Otro

estudio realizado en el mismo pais, en Puerto Viejo (Lima) entre los afios 2008 y 2009,
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obtuvo 7 muestras positivas de un total de 900 recolectadas mediante el mismo método
utilizado en este estudio, con una prevalencia calculada del 0,7% (Segovia et al, 2013)
Simultaneamente, al considerar estos valores, podemos comprobar que la prevalencia
obtenida en la RNLP (1,04%) esta muy por sobre el valor promedio obtenido en los otros
estudios realizados en aves silvestres en Sudamérica, lo cual podria indicar una alta

presencia de VIA en este sitio.

Con respecto a la estacionalidad de los valores de prevalencias obtenidos en este
estudio, casi la totalidad de los meses en los que se detectaron muestras positivas a rRT-
PCR, correspondientes a enero y marzo en el caso del HLC y diciembre, febrero, marzo y
abril para la RNLP, indicarian una mayor presencia del virus de influenza A durante todo

la época de verano y comienzos de la época de otofio.

Al relacionar estos resultados de positividad, con los obtenidos a través de los
censos realizados de forma paralela en este estudio, se puede observar que no coinciden
necesatiamente y en su totalidad con los meses donde se registré una mayor riqueza y/o
abundancia de especies de aves silvestres. Sin embargo, los dos meses que obtuvieron
los valores mas altos de prevalencia a virus de influenza, correspondientes a Diciembre
(RNLP) y Enero (HLC), tuvieron a su vez, y en comparacién a los otros meses, la
presencia y abundancia mas altas de individuos pertenecientes a especies migratorias
inter-hemisféricas de origen boreal, especificamente de Numenius phaeopus hudsonicus
(Zarapito) y Leucophaeus pipixcan (Gaviota de Franklin), las cuales migran durante el
invierno (boreal) al territorio nacional, provienen desde paises de Norteamérica donde

actualmente existen casos confirmados de VIA en aves silvestres (OIE, 2017).

Esto coincide con los resultados obtenidos por Segovia ef al (2013), en donde las
muestras positivas se obtuvieron en los meses de veranho, coincidiendo con el periodo
donde se produce una alta concentraciéon de aves silvestres migratorias en la zona. Los
datos obtenidos se pueden relacionar con los hallazgos realizados por Hinshaw ef al,
(1982), quienes sefialan que la prevalencia del virus es baja durante el invierno boreal y
en areas de invernada de las aves (Webster ef af, 1992). Asimismo Hanson ef af, (2005),
no encontraron una asociacién entre la prevalencia de infeccidn y la estacién del afio en

Norteamérica.

Otro aspecto importante a destacar, es que todos los meses que obtuvieron

muestras positivas a virus de influenza en ambos sitios, presentaron a su vez, indices
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bajos de diversidad de especies. Esto podria indicar que la diversidad de especies de una
comunidad, en este caso de aves silvestres, parece ser un factor que puede alterar la
dinamica huésped-patégeno. En este contexto, el término “efecto dilucién” fue acufado
por Osteld ef al., (2000) donde proponen que una alta diversidad de hospederos diluye la
probabilidad de encuentro entre el patégeno y el hospedero susceptible, y por el contrario,
el riesgo de enfermedad aumenta en las comunidades pobres en especies (LoGiudice,
2003).

Esta teoria explicaria los resultados obtenidos en este estudio, en donde el HLC,
sitio que presenté una mayor diversidad de especies durante todos los meses de
muestreo, obtuvo un valor de prevalencia (0,4%) muy inferior al obtenido por la RNLP

(1,04%), el cual presenté bajos indices de diversidad de promedio.

Otro componente importante en el estudio de VIA en aves silvestres, es la
posibilidad de transmisidn de estos a las aves de corral, pudiéndoles causar una
enfermedad leve, que sin embargo, después de unos tiempos algunos de estos virus

pueden mutar y volverse altamente patégenos causando epidemias graves.

En Chile, los Sistemas Productivos de Traspatio (SPT) representan mas de 150 mil
pequefios productores, con mas de 3,7 millones de aves domésticas criadas en estas
unidades productivas (Hamilton-\West, 2010; Hamilton-VWest et af., 2012). En el caso de
SPT de las aves domésticas, la crianza en conjunto de patos y gansos junto con ofras
aves, podria facilitar la introduccién de VI, debido a que existe una tendencia de que patos

domésticos atraigan a patos silvestres (Koch y Elbers, 20086).

Asi mismo, la deficiencia de medidas de bioseguridad y las opciones de
intercambio de animales y sus productos representan condiciones que hacen a los SPT
mas susceptibles de recibir y diseminar enfermedades infecciosas, lo que implica un
riesgo potencial para la emergencia y re-emergencia de enfermedades animales que
pueden ser transmitidas a los seres humanos, entre ellas la influenza A (FAO, 2007,
Hamilton-West et al, 2012). Esta situacién queda en evidencia en los resultados
obtenidos por Bravo-Vasquez et al., (2016), en un estudio realizado en los SPT cercanos
a la Reserva Nacional El Yali, en donde casi la totalidad de los SPT muestreados no
tenian condiciones de bioseguridad y el contacto de aves domésticas, aves silvestres y
seres humanos era altamente probable. Este mismo estudio, identificod la presencia de un

virus influenza A H1N2 en cerdos, siendo este el primer reporte del virus de influenza
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porcina en cerdos en SPT en Chile. Adicionalmente, en el mis SPT del que se identificd
este asilado, también se encontraron muestras positivas de aves, lo que representa un
riesgo para la reorganizacion de los segmentos gendédmicos de diferentes virus,
representando asi riesgo tanto para el ser humano como para la poblacién animal
{Alexander, 2007b). Considerando ademas que el mecanismo mas importante para la
diseminacién de VIA entre granjas es la transferencia mecanica de heces infectantes
(Suarez et al., 2004; Alexander y Brown, 2009).

El ejemplo mas cercano de esto, corresponde a la vez que Chile se vio afectado
por subtipos de IAAP en el afio 2002, siendo el uUnico pais en Sudamérica, con la
presentacion de dos brotes del subtipo H7N3 en la Regién de Valparaiso, y donde la
hipétesis mas factible del posible ingreso del virus al plantel, fue a través de aves
silvestres migratorias que se encontraron dentro del recinto al momento del brote (Rojas y
Moreira, 2009).

De igual manera, en el primer brote de IA (H7) que ocurrié en enero del presente
afio y el cual tuvo lugar en un plantel de pavos de la empresa Sopraval ubicado en la
Region de Valparaiso, especificamente en la comuna de Quilpué, se estudia la posibilidad
de ingreso a través de aves migratorias, ya que tres semanas antes de la presentacion del
evento, se encontré la presencia de una gaviota muerta en las cercanias del plantel
(SAG).

7.3 Asociacion entre estacionalidad y prevalencia
Una de las caracteristicas mas notables de las comunidades de aves, en especial

las de latitudes templadas, es su estacionalidad. De hecho, pocas especies pueden
considerarse estrictamente sedentarias, puesto que muchas, sin realizar largos
desplazamientos, cambian de lugar de residencia en alunas épocas del afio,
desplazandose latitudinalmente en las montafias ¢ cambiando de tipo de habitat. (Herrera,
1981).

En el presente estudio, fueron considerados como factores determinantes en la
medicion de la estacionalidad de los ensambles observados en ambos sitios, las
variaciones en la diversidad y abundancia de especies de aves silvestres a lo largo del
periodo de muestreo, en relacidén a la estacién del afio y con ello, determinar la posible

asociacion existente entre estos valores con la positividad a virus de Inf A de las muestras
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ambientales recolectadas y posteriormente analizadas mediante rRT-PCR, realizando un

andalisis de regresion logistica simple de manera independiente en ambos sitios.

En el Humedal Laguna Cartagena, la abundancia de individuos fue la udnica
variable que presenté un efecto y/o asociacién estadistica con la positividad (OR 9,71y p
= 0,0424), considerando como un factor de riego aquellos meses en donde se presenta

una baja abundancia de individuos.

Por su parte, en la Reserva Nacional Lago Pefiuelas, la estaciéon del afio fue la
Unica variable que presentd un efecto y/o asociacidn estadistica (OR 5,47 y p = 0,0288),
siendo la época de primavera-verano un factor de riesgo para la presencia del virus de

influenza.

Los resultados arrojados por el analisis de regresion logistica se asemejan y
respaldan en parte a los resultados de asociacién de caracter descriptivo realizado
previamente en el segundo objetivo, ya que para el caso del HLC, y en consideraciéon a un
riesgo mayor en los meses de baja abundancia, el mes que obtuvo el valor mas alto de
prevalencia a VIA fue enero, el cudl presentd simultaneamente la segunda abundancia
mas baja de individuos (475) en comparacién a los otros meses, sin embargo y a su vez,
este mes obtuvo la presencia mas alta de individuos pertenecientes a especies
migratorias de origen boreal, pudiendo representar asi un factor de riesgo para la
presentacion de VIA. De igual manera y para el caso de la RNLP, la estacién del afio
correspondiente a primavera-verano, si parece estar asociada a la presencia de virus de
influenza, ya que casi la totalidad de los meses en los que se detectaron muestras
positivas a rRT-PCR, corresponden a esta época del afio, resultados que como se
menciond anteriormente, coinciden con los obtenidos por Segovia ef af (2013), en donde
las muestras positivas se obtuvieron en los meses de verano, coincidiendo con el periodo
donde se produce una alta concentracién de aves silvestres migratorias en la zona de

Puerto Viejo en Perd.

Las aves acuaticas que viajan por la ruta migratoria del Atlantico, llegan a Estados
Unidos desde finales de Julio a Octubre presentando un peak de prevalencia de virus 1A
detectado en Agosto (Madsen ef al., 2013). Si se homologa este escenario al hemisferio
Sur, donde las aves migratorias comienzan a llegar en Octubre, los resultados del

presente estudio concuerdan con lo mencionado, al presentarse una mayor positividad
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entre los meses de septiembre y marzo, meses que ceoinciden con el momento de mayor

presencia de aves migratorias en el pais.

Por otra parte, y segun los resultados obtenidos en este estudio, la diversidad de
especies de aves silvestres detectada en ambos sitios, no parece estar relacionada con la

presencia de virus de Influenza.

Si bien este analisis estadistico arrojé dos factores de riesgos para la presentacién
de virus de Influenza, correspondientes a abundancia de individuos (HLC) y la estacién
del afio (RNLP), estos resultados no son concluyentes en su totalidad, ya que en este
estudio no fueron analizados los doce meses de manera correlativa correspondientes a un
afio en ambos sitios, lo que cual hace imposible afirmar de manera efectiva que ambas
variables representan un el riesgo real para la presentacién de virus de influenza A en
poblaciones silvestres. Se necesitaria un estudio mas amplio, con una mayor cantidad de

datos para determinar una relacién del riesgo mas certera.
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VIIl. - CONLUSIONES

Los resultados de este estudio demuestran la presencia de virus influenza A en
poblaciones de aves silvestres que habitan en los ecosistemas de los sectores Humedal
Laguna Cartagena y la Reserva Nacional Lago Pefuelas, mediante la deteccién del virus
en muestras ambientales recolectadas en ambos sitios. Sin embargo, se necesita la
realizacion de mas estudios para poder identificar cuéles son las variantes que circulan en
estas poblaciones, para poder determinar asi el real peligro tanto para la salud publica,

como para la salud animal.

De igual manera, este estudio logré identificar un patrén estacional asociado a la
deteccion del virus, determinando que la época de primavera-verano presenta los valor
mas altos de positividad, lo cual coincide con la llegada y presencia de aves silvestres
migratorias de origen boreal en el territorio nacional, apoyando asi la hipotesis de que
estas especies actuarian como vectores para la introduccidn y propagacion de estos virus
a lo largo de sus rutas migratorias, lo que se debe validar con anélisis filogenéticos de los

virus identificados en Chile.
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