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RESUMEN

Los virus influenza tipo A (VIA) afectan a una gran cantidad de especies incluyendo seres
humanos. Se reconoce a las aves silvestres como el principal reservorio de estos virus,
particularmente aquellas pertenecientes a los ordenes Anseriformes y Charadriiformes,
motivo por el cual resulta de gran importancia entender la dinamica de los VIA en estas
poblaciones animales. Al respecto existe gran cantidad de informacion en paises del
hemisferio norte en el continente americano, situacion que difiere de los paises de
Sudamérica. El presente estudio consistio en el desarrollo de actividades de vigilancia activa
de los VIA durante el periodo de octubre 2015-agosto 2016 en las aves silvestres del Humedal
Parque La Isla (HPLI) de la localidad de Concén, Chile. El objetivo de esta memoria fue
determinar la presencia del virus, sus niveles de prevalencia y una posible estacionalidad de
estos valores en el HPLI. Se tomo un total de 1.432 muestras de heces de aves, las cuales
fueron analizadas mediante el método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa cuantitativa
con Transcriptasa Reversa (RT-gPCR) para detectar el gen M del VIA. De esta manera se
identificd la presencia del virus en el 75% de los meses estudiados, con una prevalencia total
de 4,26%, donde el valor minimo observado fue un 1,04% para los meses de marzo y julio,
y un 14,58% en abril. También se logré establecer una asociacion entre positividad a VIA 'y
una estacionalidad en Verano-Otofio (VO) 2016 (p = 0,0004) por medio del modelo de
Regresion Logistica Simple, existiendo 3,02 veces mas riesgo de encontrar positividad al
virus mediante la prueba RT-qPCR durante los meses de esta temporada. Finalmente se pudo
concluir que muchos factores no considerados en el estudio pudieron haber influido sobre
estos resultados, tales como la especie a la que pertenecian las muestras y las variables
climaticas, entre otras. También se pudo dilucidar la existencia de una gran brecha de
informacion en paises como Chile y la regién de Sudamérica en general respecto a los VIA,
es asi como el presente estudio podria dar pie a futuras investigaciones que incorporen
maultiples factores para llegar a comprender a mayor cabalidad la dinamica de los VIA en las

poblaciones de aves silvestres de humedales como el HPLI de Concén.

Palabras clave: Virus Influenza tipo A, Aves Silvestres, Prevalencia, Estacionalidad.



ABSTRACT

Influenza A viruses (VIA) affect a large number of species including humans. Wild birds are
recognized as the main reservoir of these viruses, particularly those belonging to the orders
Anseriformes and Charadriiformes, which is why it is very important to understand the
dynamics of VIA in these animal populations. In this regard there is a great amount of
information in countries of the Northern hemisphere in the American continent, a situation
that differs from the countries of South America. The present study consisted of the
development of active surveillance activities of the VIA during the period of October 2015-
August 2016 in the wild birds of the La Isla Park Wetland (HPLI) of the town of Concon,
Chile. The objective of this report was to determine the presence of the virus, its prevalence
levels and a possible seasonality of these values in the HPLI. A total of 1432 samples of feces
of birds were taken, which were analyzed by the Quantitative Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) method to detect the M gene of VIA. In this way,
the presence of the virus was identified in 75% of the months studied, with a total prevalence
of 4.26%, where the minimum value observed was 1.04% for the months of March and July,
and 14.58% in April. It was also possible to establish an association between VIA positivity
and seasonality in Summer-Autumn (VO) 2016 (p = 0.0004) by means of the Simple Logistic
Regression model, being 3.02 times more risk of finding positivity to the virus through the
RT-gPCR test during the months of this season. Finally, it was concluded that many factors
not considered in the study could have influenced these results, such as the species to which
the samples belonged and the climatic variables, among others. It was also possible to
elucidate the existence of a large information gap in countries such as Chile and the South
American region in general with respect to VIA, this is how the present study could lead to
future research that incorporates multiple factors to reach a greater understanding of the
dynamics of VIA in wild bird populations of wetlands such as Concon's HPLI.

Keywords: Influenza A Viruses, Wild Birds, Prevalence, Seasonality.



INTRODUCCION

Los Virus Influenza tipo A (VIA) son de gran importancia para la salud publica y animal, ya
que generan enfermedad en una amplia variedad de especies con la posibilidad de
transmitirse entre ellas. En la historia humana han estado presentes causando epidemias
anuales y esporadicas, tales como la “Gripe Espafiola” del afio 1918 o la pandemia de
influenza A (H1N1) ocurrida el 2009. En poblaciones animales destaca la enfermedad que
generan en aves de corral, donde variantes de alta patogenicidad de este virus, han provocado

efectos devastadores en las poblaciones afectadas de diversos lugares del mundo.

Se reconoce a las aves silvestres como reservorios naturales de los VIA, principalmente
aquellas pertenecientes a los 6rdenes Anseriformes y Charadriiformes, siendo los mayores
contribuyentes a su diseminacion a través de sus movimientos poblacionales como las
migraciones estacionales que algunas de estas aves ejecutan. Se han llevado a cabo diversos
estudios para determinar el estado y la presencia del virus en aves silvestres y asi prevenir
consecuencias futuras que podrian afectar a otras especies. Sin embargo, la mayor cantidad
de estas investigaciones han sido realizadas durante décadas en paises del hemisferio norte
del continente americano, existiendo una gran carencia de informacion respecto a esta
situacion en el hemisferio sur, donde el primer aislado del virus en aves silvestres se realizo

en Bolivia el afio 2001.

Chile es el Unico pais de Sudamérica que registr6 un brote de una variante de alta
patogenicidad en aves de corral, el afio 2002 en la Region de Valparaiso, cuyo origen se
plantea estar vinculado a aves silvestres aledafias a los planteles productivos afectados. Por
otra parte, durante los ultimos afios se han observado brotes de enfermedad producida por los
VIA en aves silvestres en Estados Unidos y México, paises con los cuales Chile comparte
rutas migratorias de algunas de sus aves silvestres. EI Humedal Parque La Isla (HPLI), de la
localidad de Concon, Regidn de Valparaiso, es un sitio en el que anualmente se reconocen
alrededor de 80 especies de aves silvestres, de las cuales aproximadamente un 9% son
migratorias inter hemisféricas. El presente estudio pretende determinar si existe presencia de
VIA en este humedal, medir su prevalencia y evaluar su variacion estacional durante el

periodo de octubre 2015-agosto 2016.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Virus Influenza tipo A

Los Virus Influenza (V1) pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, dentro de la cual se
identifican cuatro tipos de virus: A, B, C y D, este ultimo recientemente identificado en
bovinos (White et al., 2016). Los tipos B y C son encontrados preferentemente en los seres
humanos causando enfermedad leve (Valladares, 2015). Mientras que, en aves, es el tipo A
el causante de la enfermedad, aunque también afecta a una gran variedad de mamiferos,
incluidos los seres humanos (Webster et al., 1992).

En la historia humana, los VIA han sido la causa de grandes pandemias como la denominada
“Gripe Espafiola” de 1918, generada por un VIA (H1N1) de origen aviar, describiéndose
como la peor pandemia de influenza de la historia (llizastiguir y Rodriguez, 2010).
Posteriormente se presenté la “Gripe Asiatica”, en 1957, provocada por un VIA (H2N2),
luego la “Gripe de Hong Kong”, en 1968, causada por el VIA (H3N2) (Acuiia, 2004).
Finalmente, el afio 2009 se produce un brote en México causado por un nuevo VIA (H1N1)
de origen porcino, que anteriormente no habia generado enfermedad en seres humanos,
dando origen a la primera influenza pandémica del siglo XXI, la denominada “Gripe
porcina”, que en los primeros casos registro tasas de mortalidad de hasta un 9% (Rabagliati
etal., 2011).

El VIA es un virus RNA, de 8 segmentos, pleomdrfico con un tamafio que oscila entre los
80-120 nm de diametro (Spackman, 2008). Ademas, es un virus envuelto conformado por
una bicapa lipidica en la cual se ubican dos glicoproteinas de superficie: HA y NA, las cuales
permiten clasificar al VIA en diferentes subtipos, existiendo hasta la fecha 16 subtipos H
(desde H1 a H16) y 9 subtipos N (desde N1 a N9) circulando en aves silvestres y mamiferos,
pero recientemente se encontraron nuevos subtipos H17N10 y H18N11 descritos solo en
murciélagos (CDC, 2014a).

Epidemiologia de los VIA

Los principales reservorios naturales de los V1A son las aves silvestres, en particular aquellas
aves relacionadas a ambientes acuaticos pertenecientes a los Ordenes Anseriformes
(principalmente patos, gansos y cisnes) y Charadriiformes (gaviotas, gaviotines y playeros)
(Olsen, et al., 2006).



Los mayores niveles de prevalencia de VIA en aves silvestres predominan durante los meses
previos a las migraciones de las aves. Particularmente en aves playeras, se observa un
aumento de prevalencia durante los meses de primavera (Webster et al., 1992).

Las aves portan los VIA en su tracto digestivo y respiratorio, presentando la infeccion, pero
no necesariamente desarrollan enfermedad, identificandose como portadores asintomaticos.
De esta forma, pueden transmitir los virus a través de la saliva, secreciones nasales y heces,
0 a través de fomites y asi infectar a las aves domésticas como gallinas, patos, pavos y otras
especies (CDC, 2014b). En aves, estos virus pueden provocar la enfermedad Influenza Aviar
(IA), la cual puede presentarse mediante dos formas; alta y baja patogenicidad (IAAP e
IABP, respectivamente). Las aves silvestres por lo general portan subtipos de IABP, las que
les generan sintomas leves como plumaje erizado, disminucion en la produccion de huevos,
o leves problemas respiratorios. Sin embargo, se ha observado que al entrar en contacto con
aves de corral podrian mutar a una cepa de IAAP, generando efectos devastadores, que
podrian llegar a producir la muerte de hasta el 100% de las aves dentro de las primeras 48
horas post infeccidn (OIE, 2016). Hasta la fecha, solo algunos subtipos H5 y H7 han estado
asociados a los casos de IAAP (CFSPH, 2010).

En los seres humanos los virus de la 1A se transmiten por contacto directo con aves
infectadas, no dando lugar a una transmision eficiente entre personas. Generan enfermedad
de manera esporadica, donde se observan sintomas como conjuntivitis o enfermedad
respiratoria leve. Sin embargo, existen casos de enfermedad grave o incluso muertes
asociadas a estos virus de origen aviar (CFSPH, 2010). Las personas suelen contraer
principalmente los virus de la IA de los subtipos A(H5N1), A(H7N9) y A(H9N2). A modo
de ejemplo, el afio 1997 en Hong Kong varios cientos de personas se contagiaron del VIA
(H5N1) trasmitido directamente desde las aves afectadas y provocando varios casos de
defunciones (OMS, 2016). Por estos motivos se realiza vigilancia de los VIA de origen aviar
en los sectores de Medio Oriente y Sudeste Asiatico, lugares en que se han registrado casos
de otros subtipos afectando a poblaciones humanas, tal es el caso de China, pais que en los
ultimos afios ha experimentado resultados fatales provocados por IABP A(H5N6) (Pan et al.,
2016). Entre los seres humanos, actualmente se encuentran dos subtipos de VIA generando
enfermedad, el subtipo A H3N2 y el subtipo A HIN1 pandémico del afio 2009 (OMS, 2017).

Situacion Internacional



Durante los ultimos cinco afios se registré una gran cantidad de reportes de IAAP en aves
silvestres de las regiones de Europa, Asia y Norteamérica, mientras que Sudamérica
permanecio libre de esta situacion en aquel periodo (FAO, 2017). En cuanto a estudios de los
VIA en aves silvestres, el hemisferio norte cuenta con una gran cantidad de informacion,
donde algunas investigaciones datan incluso desde la década del 70. A modo general, estas
investigaciones describen niveles de prevalencia que van desde un 0,25% hasta un 30% a lo
largo de todo el afio en diversas poblaciones de aves silvestres (Webster et al., 1992). A
diferencia de esto, en la region de Sudamérica, ain existe mucho por investigar y descubrir
puesto que las investigaciones en el sector se han llevado a cabo desde tiempos muy recientes.
Un ejemplo de esto es el caso de Bolivia, donde el afio 2001 se logré el primer aislado de
VIA a partir de un ave silvestre, siendo el primero de la region (Spackman et al., 2006).
Desde entonces se han comenzado a realizar investigaciones que han encontrado el virus en
aves silvestres en paises como Peru, Colombia, Argentina, Brasil y Chile, con prevalencias
que no superan el 4% (Karlsson et al.,2013; Afanador-Villamizar et al., 2017).

Situacion Nacional

En Chile se describen alrededor de 470 especies de aves (Jaramillo, 2005), de las cuales 133
corresponden a aves acuaticas. De estas Ultimas, la mayor cantidad de especies corresponde
al Orden Charadriiformes (51 especies) las que se encuentran principalmente en ambientes
estuarinos (desembocaduras de rios), seguido por el Orden Anseriformes (29 especies), los
que se ubican mayoritariamente en ambientes de aguas interiores. Del total de aves acuaticas,
se considera que 91 especies son residentes en Chile, 29 se registran de manera esporadica y
13 son visitantes regulares, las que llegan durante los meses de primavera y verano
(Victoriano et al., 2006).

Durante la temporada de Primavera-Verano (PV) se encuentra la mayor cantidad de aves
migratorias en Chile, pertenecientes al orden Charadriiformes, las que pueden aumentar la
tasa de infeccién de aves silvestres en el territorio nacional, ya que actuarian como
potenciales portadores de los VIA, esperando encontrar mayores niveles de prevalencia
durante esta temporada. Estas aves migratorias llegan desde Norteamérica principalmente a
través de las rutas del Pacifico y Mississippi, y en menor medida a través de la ruta del
Atlantico hacia la zona sur austral del pais. Cabe sefialar que en Chile no se registran aves

pertenecientes al Orden Anseriformes que sean migratorias inter hemisféricas (Tala, 2006).



Durante un intervalo de tres afios (2007-2009), como parte del sistema de vigilancia
establecido por el SAG, se identificaron tres subtipos de VIA en aves silvestres. El subtipo
H5N9 en una Gaviota Dominicana en la region de Valparaiso, y los subtipos H13N2 y
H13N9 en Gaviotas de Franklin en las regiones de Atacama y Arica y Parinacota
respectivamente (Mathieu et al., 2015). Este sistema de vigilancia comprendi6 un analisis de
aproximadamente 9.000 muestras anuales, de las cuales alrededor de un 1,6% (148)
correspondieron a muestras provenientes de aves silvestres (SAG, 2014). Por otro lado, en
aves domeésticas, los VIA han causado brotes de 1A en tres ocasiones en el pais: el afio 2002,
2009 y 2017 (Rojas y Moreira, 2006; Mathieu et al., 2010; SAG, 2017). También se ha
determinado la presencia del VIA en sistemas de traspatios en la zona central (Bravo-
Vasquez et al., 2016).

Importancia de los Humedales frente a la presencia de VIA

La supervivencia de los VI en el ambiente depende de una serie de factores como
temperatura, pH, salinidad y materia organica presente y se ha observado que algunos
subtipos persisten infecciosos por hasta 4 dias en aguas a una temperatura de 22°C (Olsen et
al., 2006), particularmente para los virus de baja patogenicidad H5 y H7, se ha observado
una persistencia inversamente proporcional a la temperatura y salinidad del agua (Brown et
al., 2007). De esta forma se describe una mejor supervivencia de estos virus en ambientes
acuaticos y de baja temperatura como los humedales (CFSPH, 2010). Estos constituyen
lugares donde existe una alta concentracion de aves y una alta tasa de intercambio de estas
debido al proceso de migracion asociado a algunas especies, facilitando las condiciones para
el contagio de enfermedades entre ellas (Beldomenico y Uhart, 2008).

El HPLI resulta un sitio de interés para el estudio de los VIA debido a que retne una serie de
caracteristicas que podrian favorecer la presencia del virus en el lugar. Este humedal se ubica
en la localidad de Concon en la desembocadura del rio Aconcagua, Regién de Valparaiso,
donde ya existen registros de la presencia del virus en aves silvestres (Mathieu et al., 2015).
Por otra parte, este ecosistema es altamente diverso, ya que representa un habitat rico en
cuanto a la avifauna presente (Rasek y Riveros, 2006). Es asi, como censos oficiales han
identificado un minimo de 500 ejemplares para este sitio en meses de invierno y un maximo
aproximado de 2000 individuos en meses de primavera, donde las especies mas abundantes

son las aves playeras, pertenecientes al orden Charadriiformes (SAG, 2012), en las que se



ha observado una mayor prevalencia del VIA durante los meses de primavera en estudios del
hemisferio norte (Webster et al., 1992). También se describe una importante presencia de
aves migratorias inter hemisféricas, las cuales representan aproximadamente un 9% respecto
a la totalidad de especies posibles de avistar en el humedal (80 especies aproximadamente)
(MHNV, 2015), las que podrian ser las responsables del ingreso y mantencion del virus en
dicho sector.



HIPOTESIS

1. Existe presencia de VIA en el HPLI de Concon.
2. Lapresencia del VIA tendria variaciones estacionales, existiendo mayores niveles de

prevalencia en los meses de primavera y verano austral.

OBJETIVO GENERAL

Estimar la presencia, prevalencia y determinar la variacion estacional del VIA en el HPLI de
la localidad de Concén entre octubre de 2015 y agosto de 2016.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. ldentificar la presencia de VIA y su prevalencia mensual en el HPLI de Concon.

2. Determinar relacién entre resultados obtenidos y estacionalidad.



MATERIALES Y METODOS

Zona de Estudio y Poblacion Objetivo

La zona en estudio fue el HPLI ubicado en la desembocadura del rio Aconcagua, localidad
de Concdn, Region de Valparaiso, Chile.

Las muestras de heces frescas de aves silvestres presentes en el humedal durante el periodo
de octubre 2015 hasta agosto 2016 constituyeron la poblacidn objetivo del presente estudio,
las cuales fueron recopiladas por el equipo de la Unidad de EpiFAVET.

El tamafio de muestra mensual fue calculado segun el método de muestreo para detectar
enfermedad segun la siguiente formula (Dohoo et al., 2003):

Ina
n=—
Inq
Donde:
n = Tamafno de muestra
o = 1-nivel de confianza = 0,05.

g = 1-prevalencia minima esperada = 1,6% (Salman, 2003).

Las muestras fueron almacenadas a -80°C para ser procesadas durante el desarrollo de esta

memoria en el Laboratorio de EpiFAVET.

Medidas de Bioseguridad

Para el manejo de las muestras el uso de guantes de nitrilo y delantal fueron obligatorios,
también la utilizacion de reactivos tales como cloro y etanol para limpiar materiales y
equipos. Durante el procedimiento de extraccion del material genético se cont6 con el uso de
un gabinete de bioseguridad clase Il, mientras que, para la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa reversa (RT-gPCR), se utilizé una campana de PCR con luz
UV. Ademas, los residuos del proceso fueron dispuestos en bolsas de bioseguridad para ser
descontaminados en la sala de autoclave ubicada en el Departamento de Medicina Preventiva
de FAVET.

Objetivo N°1: Identificar la presencia de VIA y su prevalencia mensual en el HPLI de
Concon.

Analisis de laboratorio



En el presente estudio se realiz6 un analisis de heces de aves acuaticas presentes en el lugar
de la toma de muestras, este tipo de andlisis permite evidenciar la presencia y circulacion de
VIA en la poblacion de estudio, como también los subtipos especificos presentes, niveles de
patogenicidad y posibles riesgos para otras especies (Franklin et al., 2009).

Las muestras previamente almacenadas a -80°C fueron descongeladas para ser sometidas al
proceso de extraccion de RNA, el cual se realiz6 segun los protocolos de Spackman y Suarez
(2008), y Spackman y Lee (2014). De esta forma, se obtuvieron purificados de RNA que
fueron sometidos al método RT- qPCR, con el objetivo de detectar el gen M (matriz viral)
del VIA siguiendo las recomendaciones entregadas por la OMS (2013). La técnica de RT-
gPCR presenta los valores méas altos de sensibilidad y especificidad para su deteccion en
comparacion con otros (Cattoli et al., 2004). En este contexto, se describe que esta prueba es
capaz de detectar hasta 5 copias de RNA por reaccién, lo que demuestra su alta sensibilidad
(Shu et al., 2011).

Procedimientos:

e [Extraccion de RNA: una vez realizada la extraccion, segun los protocolos
mencionados, se resuspendio el material genético en 50 L de agua.

e Parametros de control de calidad: se utiliz6 un control negativo propio de la
extraccion, también un control negativo con agua libre de RNAsas utilizada en el mix
para la reaccion del RT-qPCR y un control positivo el cual correspondié a un
purificado de VI porcina A (H1N2).

e Mix de reaccion: se preparé utilizando los primers para detectar el gen M descritos
en Tabla Nro. 1, siguiendo las recomendaciones de la OMS (2013). Posteriormente,
la reaccion se llevo a cabo en el Termociclador de PCR en tiempo real (Stratagene
Mx3000p) dispuesto en la Unidad de EpiFAVET.

Tabla Nro. 1: Primers para la deteccion del gen M.

InfA Forward 5 GACCRATCCTGTCACCTCTGA C 3’
InfA Reverse 5 AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA3Z’
InfA Probe 5 FAM-TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG-BHQ1-3”

Anadlisis de los resultados



Definicidon de caso: fueron consideradas como muestras positivas, aquellos purificados de
RNA sometidos a prueba RT-qPCR, cuyo Ct (Ciclo umbral, corresponde al ciclo en que se
alcance un nivel significativo de fluorescencia) haya sido inferior o igual al ciclo 38 (Shu, et
al., 2011).

Se calcul6 un valor Ct promedio mensual, para asi establecer las comparaciones
correspondientes.

Célculo de prevalencia: se calcul6 considerando la siguiente formula (Salman, 2003):
P = Z+100
™™
Donde:
P = prevalencia

MP = muestras positivas

TM = total de muestras

Objetivo N°2: Determinar relacién entre resultados obtenidos y estacionalidad:

Para lograr este objetivo se realiz6 un modelo de regresion logistica simple utilizando el
software estadistico INFOSTAT®.

La regresion logistica consiste en una herramienta estadistica utilizada en los casos en que el
resultado del estudio es de tipo dicotomico, es decir, existe presencia o ausencia de
enfermedad (Dohoo et al., 2003).

Para una respuesta binaria, el modelo de regresion logistica simple, presenta la siguiente

férmula, la cual fue aplicada en el presente estudio (Balzarini et al., 2008):

Logit (py) = log(pi/(1 —py)) =a+ BX;

Donde:

pi= probabilidad de éxito dado X; (positividad a 1A).
a = ordenada al origen (constante).

B = pendiente o coeficiente de regresion asociado a X.
X = variable explicatoria (estacion).
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RESULTADOS

De un total de 1.432 muestras analizadas, se obtuvo 61 muestras positivas a la prueba de RT-
gPCR, estimandose un valor de Ct 32,54 como promedio total. A continuacion, se adjunta

Tabla Nro. 2 con resultados mensuales.

Tabla Nro. 2: Resultados de andlisis mediante prueba RT-qPCR de heces de aves
silvestres presentes en el HPLI, promedio, intervalo valores Ct y Desviacion estandar
(DS) de valores Ct de muestras positivas en los meses muestreados durante el periodo
de octubre 2015-agosto 2016.

Mes Total Positivos Ct promedio Intervalo DS
muestras muestras positivas  valores Ct

Octubre 128 0 - - -
Diciembre 151 12 35,49 17,95-37,86 5,35
Febrero 193 14 30,46 15,85-37,86 7,33
Marzo 192 2 28,95 23,21-34,7 575
Abril 192 28 30,82 14,61-37,51 6,02
Mayo 192 3 32,98 27,26 - 36,38 4,07
Julio 192 2 36,97 36,14 -37,01 0,44

Agosto 192 0 - - -
TOTAL 1432 61 32,54 14,61-37,86 6,38

Objetivo N°1: Identificar la presencia de VIA y su prevalencia mensual en el HPLI de
Concon.

Al observar los resultados del primer objetivo, se encontrd una prevalencia total de un 4%,
siendo los meses de diciembre, febrero y abril los que poseen los mayores niveles de
prevalencia, con un 7,95%, 7,25% y 14,58% respectivamente. Los meses que registraron
niveles de prevalencia no detectables fueron octubre y agosto (0%), seguidos de marzo y
julio con un 1,04% y mayo, con un 1,56%. A continuacion, se representan estos datos en
Tabla Nro. 3.
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Tabla Nro. 3: Resultados de analisis mediante prueba RT-qPCR de heces de aves
silvestres presentes en el HPLI y porcentajes de prevalencia en los meses muestreados
durante el periodo de octubre 2015-agosto 2016.

Intervalos de

MES Temporada Nimero de Positivos Prevalencia confianza 95%
muestras (%)
(%)
Octubre PV 128 0 0 -
Diciembre PV 151 12 7,95 (3,64 - 12,26)
Febrero PV 193 14 7,25 (3,59 -10,9)
Marzo PV 192 2 1,04 (0,4 - 2,48)
Abril Ol 192 28 14,58 (9,59 - 19,57)
Mayo Ol 192 3 1,56 (0,19 -3,31)
Julio Ol 192 2 1,04 (0,4 - 2,48)
Agosto Ol 192 0 0 -
TOTAL: - 1432 61 4,26 -

Objetivo N°2: Determinar relacion entre resultados obtenidos y estacionalidad

El modelo de regresion logistica simple utilizado en el presente estudio, considera como
variable dependiente aquel resultado positivo a la prueba RT-qPCR, mientras que la variable
de clasificacion estd representada por los periodos de Primavera-Verano (PV) y Otofio-
Invierno (Ol), donde los meses correspondientes a la temporada de PV son octubre,
diciembre, febrero y marzo, mientras que los meses de Ol son abril, mayo, julio y agosto
como se describe en tabla N°3.

La fuerza de asociacion fue calculada como Odds Ratio (O.R.) (Tabla Nro. 4). Donde se
puede observar un valor de p = 0,9404, sefialando que la variable en estudio no posee
significancia estadistica, por lo que no se puede establecer una relacién entre los resultados

obtenidos y una marcada estacionalidad durante los meses de PV del periodo en estudio.

Tabla Nro. 4: Resultados de regresion logistica simple para asociacion entre positividad
a VIAy estacionalidad PV 2015-2016 en el HPLI.
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Parametros O.R. I.C.I. ILCS. p-valor
Constante 0,04 0,03 0,06 <0,0001
Estacion PV 0,98 059 1,64 0,9404

No obstante, debido a las altas prevalencias registradas durante los meses de las épocas de
Verano-Otofio (VO) se decidio hacer la prueba estadistica para este nuevo periodo,
considerando como parte de esta temporada los meses de febrero, marzo, abril y mayo,
obteniéndose un valor de p = 0,0004.

Este resultado si posee significancia estadistica, por lo que el valor de O.R. demuestra que
existe 3,02 veces mas riesgo de encontrar positividad a VIA mediante la prueba RT-qPCR

durante los meses de la temporada VO (Tabla Nro. 5).

Tabla Nro. 5: Resultados de regresion logistica simple para asociacion entre positividad
a VIAy estacionalidad VO 2016 en el HPLI.

Parametros O.R. I.C.I. ILCS. p-valor
Constante 0,02 0,01 0,04 <0,0001
Estacion VO 3,02 1,65 5,53 0,0004

DISCUSION

Objetivo N°1: Identificar la presencia de VIA y su prevalencia mensual en el HPLI de
Concon.

En Chile existe escasa informacion sobre la prevalencia de los VIA en comparacion con lo
que ocurre en los paises de Norteamérica, donde los niveles de prevalencia van desde un
0,25% a un 30% en algunas especies de aves silvestres (Webster et al., 1992; Olsen et al.,
2006).

Al establecer una comparacion entre los niveles de prevalencia total con otros paises de
Sudamérica los valores difieren al 4,26% encontrado en este estudio a partir de 1.432
muestras. Por ejemplo, Argentina describe un 0,41% de prevalencia desde 2.895 muestras
entre los afios 2006-2007 (Pereda et al., 2008). Peru, entre los afios 2008-2009, obtuvo una
prevalencia de un 0,88% de 900 muestras (Segovia et al.,2013). Brasil, del 2006 al 2010,
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obtuvo 0,71% para 556 muestras (de Araujo et al., 2014). Y Colombia registré un 3,63% de
prevalencia a partir de 2013 muestras durante los afios 2010 al 2012 (Karlsson et al.,2013).
Otro estudio realizado en Chile, Regidn de Valparaiso entre septiembre 2015 y agosto 2016,
encontré un valor de 0,4% de prevalencia total en el Humedal Laguna Cartagena a partir de
1.148 muestras, y un 1,04% en la Reserva Nacional Lago Pefiuelas desde 1.431 muestras
(Gonzélez, 2017).

Parte de esta variabilidad en la prevalencia entre sitios y estaciones podria ser explicada por
la presencia de aves en los humedales, ya que se ha descrito la variable especie como uno de
los factores determinantes de la prevalencia de los VIA (Hurt et al., 2017). Datos respecto a
las especies presentes en el lugar de la toma de muestra fueron recopilados mediante el
proyecto de vigilancia que engloba a esta memoria realizando constantemente censos de aves,
existiendo para este estudio datos correspondientes al periodo de PV (octubre, diciembre,
febrero y marzo) (datos no publicados). Al analizar las prevalencias de los meses de
diciembre y febrero, se obtuvo valores de 7,95% y 7,25% respectivamente. Esto puede estar
relacionado con la presencia de Gaviotines Elegantes (Thalasseus elegans) en el mes de
diciembre, y Rayadores (Rynchops niger cinerascens) durante el mes de febrero, ambas
especies pertenecientes al orden Charadriiformes y son migratorias visitantes estivales en
Chile. Estudios previos han arrojado una mayor prevalencia de VIA en las aves de este orden
en los meses de verano en el hemisferio norte, lo que podria estar asociado a altas
prevalencias de VIA en Charadriiformes en el periodo estival del hemisferio sur (Webster et
al., 1992; Munster et al., 2007; Verhagen et al., 2014).

Dentro de los niveles de prevalencia mas bajos se encuentran los meses de octubre y marzo
(0% y 1,04%), los que difieren de estudios previos del hemisferio norte en los que se ha
analizado la prevalencia de aves migratorias inter hemisféricas (Olsen et al., 2006; Munster
et al., 2007). Las aves de mayor abundancia durante ambos meses en el humedal fueron las
Gaviotas de Franklin (Leucophaeus pipixcan) para el mes de octubre y de Cahuil
(Chroicocephalus maculipennis) en marzo, ambas pertenecientes al orden Charadriiformes
(datos no publicados) y otras migratorias boreales que provienen de paises donde se ha
confirmado la presencia del VIA en poblaciones de estas aves silvestres (FAO, 2017). Segun
estudios realizados en el hemisferio norte, se esperaria una mayor prevalencia del VIA

durante los meses de primavera para las aves de este orden (Webster et al., 1992; Stallknecht
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y Brown, 2008). Una explicacion seria que se recopild mayor cantidad de muestras
pertenecientes a aves del orden Anseriformes, donde se describe que para el mes equivalente
a octubre (abril en el hemisferio norte) se encuentran los niveles mas bajos de prevalencia en
patos, llegando a un 0,25% (Webster et al., 1992). Sin embargo, esto no explicaria lo ocurrido
durante el mes de marzo, donde se aprecia una alta prevalencia en aves del orden
Anseriformes para esta temporada en el hemisferio norte (Olsen et al., 2006; Munster et al.,
2007; Brown y Stallknecht, 2008). Otra variable que podria influir en la baja prevalencia
durante el comienzo y el final de la temporada migratoria seria la disminucion de la poblacion
de aves debido al proceso migratorio de algunas especies, las cuales durante el mes de marzo
ya comienzan a dejar el sitio (Tala, 2006). Esto sugiere la necesidad de considerar mas

variables que podrian haber influido en los resultados del mes de marzo.

Otros estudios han establecido que los niveles de prevalencia de los VIA en aves silvestres
dependen de una serie de factores, ademas de la especie, como las variables climaticas. De
esto se podria desprender la relacion entre la precipitacion y la presencia de los VIA en el
ambiente, ya que variaciones en las precipitaciones influirian en el movimiento de las aves y
su comportamiento. En paises como Australia, se ha observado que después de altas
precipitaciones, el nimero de aves aumenta en zonas donde surgen NuUevos recursos,
disminuyendo en los humedales permanentes, a los que regresan una vez que los humedales
temporales comienzan a secarse (Ferenczi et al., 2016). Al respecto, es posible encontrar
informacion en METEOCHILE, (2018), donde la estacion mas cercana al HPLI es la ubicada
en Rodelillo. Para el periodo en estudio se registré la informacion disponible en Tabla Nro.
6. En estos datos se destacan las lluvias de los meses de octubre, abril y julio 2016, ya que,
en estos meses se registré alrededor de 100 mm de precipitacion, pero con niveles de
prevalencia de 0%, 14,58% y 1,04% respectivamente, haciendo presumir que los niveles de
prevalencia no estarian explicados por la precipitacion en este caso.

Otros autores consideran que las bajas temperaturas y la HR influyen considerablemente en
la preservacion y diseminacion del virus, definiendo que el VIA es viable por un periodo diez
veces mayor a 17°C que a 28°C, y que a bajas temperaturas y alta humedad relativa
(aproximadamente 7°C y 88% HR) el virus persiste alrededor de dos semanas en heces de
gallinas (Herrick et al., 2013). Interesantemente, la temperatura y HR durante los meses de

octubre y agosto en nuestra area de estudio registraron las temperaturas medias mas bajas
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(11,1°C y 10,3°C respectivamente), como también los valores més altos de HR junto a los
meses de marzo y mayo, oscilando entre un 86,5% - 91% de HR. Por lo tanto, se torna
necesario llevar a cabo mas estudios que permitan dilucidar la significancia de estos datos en

los resultados obtenidos.

Tabla Nro. 6: Valores de temperaturas medias, precipitacion total diaria y mensual y
HR para los dias muestreados durante el periodo de octubre 2015-agosto 2016, estacion
Rodelillo.

Prevalencia T° Media Precip. Total Precip. Total HR Media Diaria

Mes Fecha
(%) Diaria (°C) Diaria (mm) Mensual (mm) (% HR)

Octubre  20-oct-15 0 11.1 0 100.9 86.5
Diciembre 15-dic-15 7,95 16.5 0 0.1 715
Febrero  17-feb-16 7,25 15.6 0 0 79.5
Marzo  17-mar-16 1,04 15.0 0 2.7 87.5
Abril 27-abr-16 14,58 14.2 0 123.4 59.2
Mayo  27-may-16 1,56 12.1 0.1 48.8 91.0
Julio 23-jul-16 1,04 12.6 1.1 125.8 83.2
Agosto  26-ago-16 0 10.3 0 0.2 87.2

METEOCHILE, 2018.

Respecto a los valores Ct de las muestras positivas, se obtuvo un promedio total de 32,54.
Entre estos valores se destaca el mes de marzo con un Ct promedio de 28,95, lo que sugiere
una mayor cantidad de RNA viral en las muestras positivas a la prueba RT-gPCR en
comparacion a los valores promedios calculados en los otros meses. En Ameérica del Norte,
se describe que, en los meses de verano tardio y otofio temprano, existe una gran
concentracion de aves juveniles de la temporada que podrian influir en la presencia de los
VIA en determinada area (Stallknecht and Brown, 2008). Esta mayor susceptibilidad de
individuos juveniles debido a la falta de anticuerpos especificos contra VIA ha sido detectada
también en pavos y avestruces frente a VIA de baja patogenicidad (Krauss et al., 2004;
Pantin-Jackwood, et al., 2007). De esta manera, el bajo promedio de Ct durante el mes de

marzo podria verse explicado en un aumento en juveniles sin exposicion previa a VIA.
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Objetivo N°2: Determinar relacion entre resultados obtenidos y estacionalidad

Este estudio propuso como hipdtesis encontrar mayores niveles de prevalencia durante los
meses de la temporada PV debido a la presencia de aves migratorias en el HPLI. Al respecto,
no se encontrd asociacion, por lo que se tomo la decision de analizar otras temporadas,
resultando la temporada VO como una variable asociada a los niveles de prevalencia de los
VIA en el HPLI.

Estudios sefialan un aumento de prevalencia durante los meses de verano tardio-otofio
temprano mayoritariamente en las aves del orden Anseriformes (Webster et al., 1992; Olsen
et al., 2006; Munster et al., 2007; Brown and Stallknecht, 2008). Sin embargo, en los meses
correspondientes al periodo, en el HPLI hay una mayor presencia a aves pertenecientes al
orden Charadriiformes (datos no publicados). Estos antecedentes harian presumir que el
aumento de la prevalencia durante la temporada VO no se deberia a la presencia de aves
Anseriformes, sino mas bien a una mayor tasa de infeccion en Charadriiformes. aunque no
se puede descartar que los pocos ejemplares de Anseriformes presentes en el humedal podrian
estar contribuyendo a un aumento tardio de la prevalencia en Charadriiformes. Se debiera
considerar por lo tanto la existencia de algun tipo de sesgo al momento de la toma de muestra,

que podria haber estado dirigida a los pocos ejemplares de Anseriformes presentes.

El incremento anual de la abundancia de aves juveniles también figura como un factor
influyente en la estacionalidad de los niveles de prevalencia de los VIA, ya que poseen
caracteristicas inmunoldgicas que los hacen mas susceptibles a ser infectados por el virus
siendo importantes amplificadores de este. Asimismo, la congregacion estacional de las aves
en momentos previos a la migracion (marshalling) produce un aumento de la tasa de
contacto, favoreciendo la diseminacion del virus (Krauss et al., 2004; Brown and Stallknecht,
2008).

Al considerar las variables de tipo climaticas descritas en Tabla Nro. 6, las temperaturas
medias ambientales registradas por la estacion meteoroldgica mas cercana al HPLI, oscilaron
entre los 10,3°C y 16,5°C durante los dias de muestreo (METEOCHILE, 2018), pero se
desconocen los datos correspondientes a los cuerpos de agua que conforman dicho humedal,
variables que podrian influir en la persistencia del virus en el ambiente durante la temporada

VO. También se ha determinado que fendmenos de tipo ambiental como “El Nifio Oscilacion

17



Sur” (ENOS) afectan la dindmica de las prevalencias de VIA, ya que altera los parametros
climaticos, generando cambios en el comportamiento y los movimientos de las aves, como
el retraso en la llegada de las aves migratorias (Ferenczi et al., 2016). Respecto a este
fendmeno, se describe que genera alteraciones atmosféricas y oceadnicas que repercuten en
los distintos ecosistemas; es asi como se produce un aumento de la temperatura superficial
del mar y una baja disponibilidad de nutrientes en aguas costeras, lo que conlleva a el traslado
de los peces en busqueda de alimento y el consecuente movimiento de las aves que se
alimenten de estos (SHOA, 2017). Por lo que se considera que, a pesar de haber demostrado
mediante este estudio una relacion entre los niveles de prevalencia del VIA en las aves
silvestres del HPLI y una estacionalidad en la temporada VO 2015-2016, no podria
concluirse que esta estacionalidad prevalece a lo largo de los afios, ya que esta sujeta a una
serie de variables que no fueron consideradas en este estudio y en las que ain se debe indagar

e investigar para llegar a conclusiones mas certeras.

18



CONCLUSION

En esta memoria, se pudo comprobar que durante los meses de octubre 2015 a agosto 2016
si existio presencia de VIA en las aves silvestres del HPLI de la localidad de Concon, estando

presente en 75% de los meses estudiados.

También, acorde a la bibliografia revisada, se propuso una asociacion entre la positividad a
VIA y una estacionalidad en la temporada PV, sin embargo, los resultados dieron lugar a un
nuevo planteamiento, el de la existencia de un riesgo al menos 3 veces mayor de encontrar
positividad a VIA mediante la prueba RT-gPCR durante la temporada de VO en las aves
silvestres del HPLI.

Todo esto generd un nuevo escenario, en el cual se demostro la existencia de una gran brecha
de informacién en torno al estudio de las dindmicas de los VIA en la regién de Sudamérica
en comparacion con lo ocurrido en paises del Hemisferio norte. Y también se establecio la
importancia de considerar multiples variables que podrian estar influyendo sobre los
resultados obtenidos, entre las cuales destacan la especie de ave a la que pertenece la muestra,
la temperatura y salinidad del agua en la cual se encuentran las aves y otras variables
ambientales como los niveles de precipitacion y humedad relativa al momento de la toma de
muestra, o fendmenos como ENOS.

De esta manera, el presente estudio es una “fotografia” de lo ocurrido en torno a los VIA en
las aves silvestres del HPLI en el periodo de octubre 2015-agosto 2016, pero al no involucrar
una serie de variables se imposibilita la extrapolacion de los datos obtenidos hacia los afios

siguientes.
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