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1. RESUMEN

En el presente trabajo se realizod una pesquisa de cuatro agentes virales: Influenza aviar,
virus de la enfermedad de Newcastle (ENC), virus Viruela aviar y Adenovirus tipo I en la
poblacion de cisnes de cuello negro (Cygnus melancoryphus) del sector “San Ramon” del
Santuario de la Naturaleza Carlos Anwandter. El nimero muestral fue determinado en 77 aves
mediante el programa EPIINFO 6.04 . Se tomaron muestras de 77 cisnes (torulas cloacales y
traqueales, ademas de sangre obtenida de la vena braquial ) capturados entre Octubre del 2004
a Marzo del 2005.

Para determinar la presencia de virus Influenza aviar y virus de la ENC se us6 una
suspension de las muestras cloacales y traqueales que se inocularon en huevos embrionados
libres de patdgenos especificos (SPF), via saco alantoideo. Con el suero se realizaron las
pruebas de Inhibicion de la hemoaglutinacion (usando 4 unidades hemoaglutinantes) para
detectar anticuerpos contra la ENC, inmunodifusiéon en agar gel para Adenovirus tipo I,
Viruela aviar e Influenza aviar.

En los huevos embrionados inoculados no se detectd presencia de actividad viral.

El test de inhibicion de la hemoaglutinaciéon evidencid una serie de titulos de
anticuerpos para virus de la ENC en un rango de 4 a 256, con una seroprevalencia de 42,85%.
En la prueba de inmunodifusion se encontré una seroprevalencia de 22,02% a adenovirus,
mientras que Viruela aviar e Influenza aviar resultaron negativos.

Los anticuerpos para virus de la ENC encontrados en la muestra pueden tener su origen
en el contacto, tanto con cepas vacunales como con cepas de campo, sin embargo las aves
muestreadas no presentaron signos clinicos de enfermedad.

Palabras claves: Cisne de cuello negro, pesquisa de prevalencia de virus de la enfermedad de
Newcastle, Influenza aviar, Adenovirus tipo I y virus Viruela aviar.



2. SUMMARY

VIRUS PREVALENCE ASSESSMENT FOR A POPULATION OF BLACK-NECKED
SWAN FROM THE WETLAND SECTOR SAN RAMON OF THE “CARLOS
ANWANDTER” NATURE SANCTUARY, VALDIVIA.

A survey of four viral agents: Avian flu, Newcastle disease, Avian pox and Adenovirus
type I was pursued on a population of Black-necked swans caught between October 2004 and
March 2006 on the “San Ramon” sector of the Nature Sanctuary Carlos Anwandter wetland.
Seventy seven swans were calculated to be an optimum statistical population sample by means
of the EPIINFO 6.04 software. Thus 77 samples, cloacal and traqueal smears, plus blood from
the braquial vein were taken from those swans.

Presence of Avian flu and Newcastle viruses were determined based on cloacal and
traqueal smear suspensions, inoculated into the allantoic sac of developing Pathogen free bird
eggs. With the blood serum haemoaglutination-inhibition tests (using 4 haemoaglutinant units)
were processed for detecting antibodies against Newcastle. Immunodiffution with agar gel was
practiced for Adenovirus type I, Avian pox and Avian flu.

On the inoculated embrionated eggs no presence of viral activity was detected

The haemoaglutination-inhibition test evidenced a series of antibody titles for
Newcsatle virus on a range between 4 and 256, with a seroprevalence of 42,85%. The
immunodiffution tests showed a seroprevalence of 22,02% to adenovirus, whereas Avian flu
and Avian pox resulted negative.

Newcastle antibodies could have originated by bird contacts with vaccine strains as
well as with rural strains (non vaccine or laboratory originated strains). Surveyed birds did not
present signs of the disease.

Key words: Black-necked swan, prevalence survey for Newecastel virus, Avian influenza,
Adenovirus type I and Avian pox.



3. INTRODUCCION

Las enfermedades e infecciones que afectan a la fauna silvestre en Chile son poco
conocidas; y demandan un estudio mas profundo. A través de la historia se ha visto una
reduccion de los ambientes en los cuales se desarrolla la vida silvestre, por lo que la fauna se
ha visto obligada a compartir espacios mas reducidos y a entrar en contacto mas estrecho con
el ser humano; esto a favorecido la propagacion de enfermedades tanto en el hombre como en
los animales. De igual modo, la facilidad en el desplazamiento de personas y animales a
grandes distancias conlleva un riesgo de introduccion de enfermedades exoticas (Acha y
Szyfres 1977).

El conocimiento de las enfermedades que aquejan a nuestra fauna silvestre autoctona
€S un paso necesario para una mejor prevencion y control de estas en los animales domésticos
y en humanos.

3.1. SANTUARIO DE LA NATURALEZA E INVESTIGACION CIENTIFICA
“CARLOS ANWANDTER”

Corresponde a un sitio RAMSAR, que se ubica entre los 39°35°-39°47" S y los 73°07’-
73°16° O; de 4877 ha de superficie, 25 km de largo y 2 km de ancho en promedio (Figura 1)

Chile ratificé la convension Ramsar como Ley de la Republica a través del D.L. N°
3485 del 10 de septiembre de 1980 del Ministerio de Relaciones exteriores, y mediante el D.S.
N° 2734 del 3 de junio de 1981, del Ministerio de Educacion, fue declarado Santuario de la
Naturaleza e Investigacion Cientifica al lecho, islas y zonas de inundacion del rio Cruces y
Chorocamayo, entre el extremo norte de la Isla teja por el sur y 2 km. al norte del castillo San
Luis de Alba (Chile 1999).

Este lugar se form6 producto del gran terremoto que afecté a Valdivia en mayo de
1960 y que redujo la elevacion del terreno en alrededor de 1 a 2 mts.

El santuario corresponde a un estuario, pero recibe una cantidad significativa de agua
dulce del Rio Cruces y sus afluentes, tales como el Nanihue, Cudico, Pichoy, Cayumapu y San
Ramon (Di Marzio y Mclnnes 2005).

En el santuario se ha determinado la presencia de alrededor de 60 especies diferentes
de aves (Schlatter y col 1991, Salazar 1988); entre las que destacan el cisne de cuello negro,
varias especies de patos como el pato jergdn (Anas flavorostris), pato real (Anas silbilatrix),
pato cuchara (4nas platalea), pato negro (Netta peposaca) y pato anteojillo (Anas specularis).
De los zambullidores se pueden mencionar al pimpollo (Podiceps rolland), picurio
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(Podilymbus podiceps) y huala (Podiceps major). También se encuentra la tagua comun
(Fulica armillata), tagua de frente roja (Fulica rufifrons), tagiiita (Porphyriops melanops) y
pidén (Rallus sanguinolentus). Entre las garzas se pueden ver la garza grande (Casmerodius
albus), garza chica (Egretta thula), huairavo (Nycticorax nycticorax) y huairavillo (Ixobrychus
involucris). Entre otras especies de aves destacan el yeco (Phalacrocorax olivaceus), gaviota
cahiiil (Larus dominicanus), piquerito blanco (Sterna trodeaui) y aguila pescadora (Pandion
haliaetus) esta ultima migrante del hemisferio norte (Salazar 1988), de origen neartico
también tenemos al pitotoi grande (7ringa melanoleuca), pitotoi chico (Tringa flavipes),
zarapito (Munenius phaeopus), zarapito de pico recto (Limora haemartica), playero blanco
(Calidris alba), playero de Baird (Calidris bairdii), Playero pectoral (Calidris melanotos)
otros playeros (Calidris sp), pollitos de mar (Phalaropus sp y Steganopus sp), chorlos
(Pluvialis sp) y la Gaviota de Franklin (Larus pipixcan) (*).

Entre las especies carnivoras se cuenta el huillin (Lutra provocax), el lobo comuin
(Otaria flavescens) y dentro de los mamiferos herbivoros destaca el coipo (Myocastor coipus)
(Salazar 1988).

Dentro de la fauna de peces se encuentra principalmente la carpa (Cyprinus carpio)
que es una especie introducida.

.. Santuario Carlos =}
— T Anwandier 14
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Figura 1.Localizacion del Santuario de la Naturaleza, modificado de Di Marzio y Mclnnes
(2005)

(*): Comunicacion personal Dr. Roberto Schlatter Instituto de Zoologia de la Universidad
Austral de Chile



Los humedales son definidos también como los “rifiones del planeta”, y se encuentran
dentro de los ecosistemas mds importantes. Es reconocido su valor para la proteccion de la
pesca y fauna silvestre, ademas de ser fuente de una gran cantidad de material quimico,
bioldgico y genético; retienen nutrientes, como sedimentos y contaminantes y sirven a su vez
de estabilizadores de las condiciones climaticas locales, como lluvia y temperatura. Ademas
sustentan una importante diversidad bioldgica y constituyen en muchos casos un habitat
criticos para especies seriamente amenazadas y tienen la capacidad de albergar grandes
poblaciones (Espejo 2005).

La Oficina de la Convencion Ramsar determind mediante los valores de uso y de no
uso el valor econdmico de los humedales (Barbier y col 1997) (Tabla 1)

Tabla 1. Valor econdmico de los humedales

Valores de uso Valores no uso

Valor de uso directo  Valor de uso indirecto ~ Valor de opcion/ Valor de existencia

cuasiopcion
e Pesca Retencion de e Posibles usos e Biodiversidad
e Agricultura nutrientes futuros e Cultura
e Recreacion Control de (directos e patrimonio
e Transporte crecidas indirectos) e Valores de
e Explotacion /inundaciones e Valordela legado
de la flora y e Proteccion informacion
fauna contra en el futuro
silvestres tormentas
e Turba/energia e Recargade
acuiferos
e Apoyo a otros
ecosistemas

e Estabilizacion
del microclima

e Estabilizacion
de la linea de
costa, etc.

Los valores de uso directo son los que mas faciles de medir; debido al uso comercial de
estos, el caso de los indirectos, son funciones ecoldgicas reguladoras, las cuales no se
comercializan por lo que su valor econdémico es dificil de medir; sin embargo estas funciones
ecoldgicas reguladoras, reducen determinados dafos materiales ; el valor de opcioén es una
categoria especial que corresponde a un valor previsto de la informacidon que se puede obtener
aplazando la conversion y explotacion del humedal. Ahora los valores de no uso, corresponde
a una valor intrinseco de existencia, que es un valor extremadamente dificil de medir, ya que
proviene de apreciaciones subjetivas ajenas del uso actual del humedal; los valores de legado
son aquellos valores que se asignan para el uso de generaciones venideras (Barbier y col
1997). Este esquema permite entregar un valor econdmico al santuario; por lo que el estudio
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de las especies que habitan en ¢l es también parte importante para entregar un valor
economico medible, y de esta manera poder justificar mejor aun su proteccion.

3.2. CISNE DE CUELLO NEGRO (Cygnus melancoryphus)

Es el ave acuatica mas grande que se conoce en el pais. Su plumaje es completamente
blanco a excepciodn del cuello y cabeza, que son negros. La ranfoteca es gris-azulosa cuya base
superior presenta una carincula roja, que en los machos tiende a ser mas abultada; sus patas
son palmeadas y de color rosado (Watson 1975, Blake 1977,Araya y Millie 1986, Birkhead y
Perrins 1986, Venegas 1991, Chile 2005 ).

El cisne de cuello negro (Cygnus melancoryphus), pertenece al orden Anseriformes,
familia Anatidae y se distribuye geograficamente en América del Sur, encontrandose en Chile
principalmente entre la IV a la VII regiéon (Chile 2005 °) Aunque Araya y Millie (1986) y
Blake (1977) sefialan que su distribucion es desde Atacama hasta Tierra del Fuego y que
casualmente se ve en el archipiélago Juan Fernandez. Su hébitat, son lagos y zonas costeras. El
periodo de incubacion sus huevos es de 36 dias y pone de 4 a 8 huevos (Olsen 1994). Su
longitud corporal es de 1,2 mts y alcanza pesos de 5 a 8 kgs. Su longevidad es de 25 afios,
(Chile 2005 °) y su estado de conservacion se encuentra registrado en el Apéndice 11 del la
Convencion sobre el Comercio Internacional de Flora y Fauna Silvestres, (CITES) (Cites
2005), aprobado en el DS 141/1.975 y que sefiala que es una especie que no esta en peligro
de extinciodn, pero que podria llegar a estarlo.

El cisne de cuello negro es una especie gregaria y herbivora oportunista, pero para
organizar territorios reproductivos necesita de humedales estables de una profundidad no
mayor a 1,5 m, vegetacion sumergida, y manchones de vegetacion emergente para nidificar.
(Schlatter y col 1997); estas caracteristicas corresponden en su totalidad al Santuario. La

principal fuente alimenticia es el luchecillo (Egeria densa) (Corti 1996, Do Nascimento y col
2001, Corti y Schlater 2002)

La colonia residente en el santuario era muy numerosa y debido a la contaminacion
ambiental ocurrida el 2004 que provocd la muerte del luchecillo (Egeria densa) principal
alimento de esta ave (Chile 2005 %), se vio muy afectada, al punto de ver disminuida su
poblacién de 5091 en el aiio 2004 a 615 el 2005 (Chile 2005 %) (Tabla 2).
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Tabla 2. Censo poblacional de cisnes de cuello negro en el Santuario de la Naturaleza entre
los afios 1988-2005 (2000 y 2005 ).

Afio Promedio M¢étodo de censo
1988 2183 1
1989 4371 1
1990 4319 1
1991 2881 1
1992 2168 1
1993 2403 1
1994 5096 1
1995 6128 1
1996 6329 1
1997 5299 1
1998 5469 1
1999 4803 1
2000 5636 1
2001 4767 1
2002 5777 1
2003 5724 1
2004 5226 2
2005 615 2

M¢étodo: 1.- Conteo a pie y en vehiculo; el nimero se determind por conteo directo mediante
miradores y puntos altos circundantes, que permiten ver todo el cuerpo de agua.
(Chile 2000).
2.- Censo aéreo mediante avioneta Cessna (Chile 2005%)

Ademas esta ave se puede encontrar en Sudamérica en diferentes humedales, como en
el Lagoa do Peixe Brazil; en Banados del Este Uruguay; Buenos Aires, complejo Laguna la
Lampa, en laguna Llancanelo en Mendoza, Laguna Blanca en Neuquen Argentina, y en Las
Malvinas Reino Unido (Schlatter y col 2002)

Los estudios que existen sobre las patologias que afectan al cisne de cuello negro en
poblaciones silvestres en Chile es escasa, la informacion que existe es reciente y tiene relacion
con pesquisa de patologias virales como Influenza aviar y Enfermedad de Newcastle
(Alvarado 2003) y patologia de alas de angel (Alvarado 2005). Ademas se han determinado
valores bioquimicos (Boettcher 2004) y valores hematologicos (Verdugo 2004) para analisis
clinico.



3.3. ENFERMEDADES

3.3.1. Influenza Aviar

La primera vez que se describe la enfermedad es en Italia hace mas de 100 afios, en
Estados Unidos fue reconocida en 1924-1925 (Cortés 2002). Influenza aviar, corresponde a un
sindrome ocasionado por virus influenza tipo A, miembro de la familia Orthomyxoviridae.
(Webster y col 1992, Easterday y col 2000). Es un virus RNA de una sola cadena con 8 genes
que codifican 10 proteinas. La superficie es de 2 glicoproteinas: hemoaglutinina y
neuroaminidasa. Hay 15 hemoaglutininas reconocidas (H1 a H15) y 9 neuraminidasa (N1 a
N9). Los subtipos H5 y H7 son conocidos por ser altamente patogenos en aves (Swayne y
King 2003). Se han encontrado numerosos subtipos del virus tipo A en las aves y a este hecho
notable se le atribuye el gran potencial para originar combinaciones antigénicas. Estos virus
tienen alta proclividad a cambiar genéticamente, lo cual, contribuye a la transmision
interespecie y al alto potencial zoonotico que poseen; estos cambios pueden ocurrir mediante
dos mecanismos: mutaciones aleatorias en el genoma; especialmente en la hemoaglutinina; lo
que puede ocurrir gradualmente en el tiempo; y recombinaciones de 8 genes del virus al
infectar dos virus una misma célula, dando como resultado virus hibridos (Swayne y King;
2003).

La gran diversidad de virus Influenza se encuentran en aves silvestres de los o6rdenes
Anseriformes y Charadriformes (playeras) y ocasionalmente en otras especies acuaticas. La
infeccion en estas aves es generalmente subclinica y estas especies sirven como reservorios
primarios de virus Influenza. Los ancestros de los pollos (Galliformes) no son huéspedes
naturales del virus (Webster y col 1992, Sharp y col 1997, Cortés 2002, Swayne y King 2003,
Widjaja y col 2004).

La influenza aviar causada por subtipos altamente patogenos, es una enfermedad de
gran impacto en aves domésticas con una mortalidad de alrededor de un 100%;sin embargo,
no todas las aves son totalmente susceptibles a la enfermedad clinica. Las aves acuaticas son
conocidas por ser mas resistentes a la enfermedad y actuar como reservorio para el virus. La
razén de que estas aves sean resistentes a la enfermedad y actiien como reservorio aun no esta
clara, una de las teorias para explicar este fendmeno tiene relacion con el sitio de escision o
clivaje de la molécula precursora de la hemoaglutinina, que es esencial para conferir
infectividad a las particulas virales. Una posible explicacion es que las aves acudticas carecen
de una proteasa ubicua capaz de provocar la escision necesaria para la activacion viral (Capua
y Mutenelli 2001).

Un estudio realizado en 1996 con muestras recolectadas en patos silvestres en Canada
durante 15 anos; demostrd la posibilidad de que exista una coinfeccion de diferentes cepas en
una misma ave, encontrandose hasta tres cepas diferentes en patos, lo que demuestra lo
adaptado que se encuentra este virus a las aves acuaticas (Sharp y col 1997).
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Ademas los virus de la Influenza se han aislados de aves domésticas (pollos, patos,
pavos) y de aves de vida libre, tales como gaviotin boreal (Sterna hirundo), Fardela del
pacifico (Puffinus pacificus), patos silvestres y otras especies, (OIE 2004).

Existen evidencias de infeccion de aves silvestres antes de la década del 70, que
permite reconocer el alto indice de infeccion entre las aves acudticas migratorias. Los estudios
de vigilancia epidemioldgica han demostrado que poseen todos los subtipos antigénicos
conocidos de virus Influenza tipo A. La replicacion intestinal de los virus en estas aves puede
ser un factor importante en la transmision eficaz entre las aves acudticas y potencialmente a
otras especies. Este reservorio en la vida silvestre desempefia una funcién importante en la
ecologia de la influenza (Easterday y col 2000). El virus Influenza A se transmite
principalmente por contacto directo, por fecas y aerosoles de las aves infectadas y los cuerpos
de agua contaminados con virus por las heces son una fuente muy importante de exposicion
para las aves acuaticas (Webster y col 1978, Webster y col 1992, Ritchie y col 1995). La
evidencia de transmision vertical es limitada, se sefiala que los virus pueden estar presentes en
la yema, clara y céscara del huevo en el caso de huevos contaminados con heces provocando
muerte embrionaria, por lo que la infeccion se ve limitada (Ritchie y Kripcarter 1995) por lo
que no es de gran importancia epidemiologica.

Entre los afios 1999 y 2000 ocurrieron en Italia 413 brotes de influenza aviar altamente
patégena y entre las aves afectadas se cuentan gallinas, pavos, faisan de guineas, patos y
gansos; la gran mayoria de los afectados murieron excepto las aves acudticas; s6lo un brote en
la provincia de Padova se observd mortalidad en dos gansos domésticos (Anser anser var.
domestica) y de dos patos criollo (Cairina moschata). Se aisl6 un virus alta patogenicidad
subtipo H7N1 de los gansos y en el pancreas de los gansos se observo dafo detectandose el
virus mediante inmunocitoquimica. En los patos y gansos se observaron lesiones
histopatologicas en el sistema nervioso central y detectandose la presencia del virus mediante
inmunocitoquimica (Capua y Mutenelli 2001).

Ademés en Minnessota entre los afios 1998 y 2000 se hizo un estudio de Influenza
aviar en patos silvestres, se tomaron muestras de patos azulones (Anas platyrhinchos) y
durante 1999 en patos de cola larga (4. acuta). Virus Influenza se aislé en 11%, 14% y 8% de
las aves entre los afos 1998, 1999 y 2000, respectivamente (Hanson y col 2003); en este
estudio se menciona ademas la posibilidad de que las aves acuaticas no sean portadoras de
todas las cepas de influenza aviar.

Una investigacion realizada en Italia entre los afios 1993-1999; demostro
seroconversion e incluso diseminacion del virus entre patos silvestres, cabe sefialar que este
estudio se realizd en los periodos de invierno, con el fin de estudiar su transmisién durante
este periodo, se concluyd que el virus permanece circulando constantemente durante el
invierno (De Marco y col 2003).

En el afio 1998 en la costa oeste de Maryland se realiz6 una vigilancia epidemioldgica
en patos silvestres no migratorios residentes, se compararon los periodos entre julio-agosto y
agosto-septiembre con resultados de 0% y 13,9% respectivamente. Estas aves se han
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convertido en centinelas para la deteccion temprana del virus en la zona media sur de la ruta
migratoria de las aves acudticas (Slemons y col 2003). En un brote ocurrido en Minnesota en
pavos, entre 1979 — 1980, se sospechd de una posible transmision de las aves silvestres de la
cepa HION7 (Karunakara y col 1983).

Esta enfermedad ha demostrado ser una zoonosis, como lo han probado estudios
recientes; entre los afios 2003 — 2004 se demostré que patos domésticos en Asia fueron
reservorios de la cepa HSN1 y que actuaron como propagadores de la enfermedad, hasta que
esta cepa muto, provocando altas mortalidades entre las aves (incluyendo aves acuaticas como
los patos) y adquiri6 la capacidad de infectar al ser humano directamente desde las aves
(Hulse-Post y col 2005). Esta misma cepa provoc6 muertes humanas en Asia. El primer
acontecimiento de infeccion humana por un virus de la Influenza aviar fue documentado en
Hong Kong, en 1997, cuando la cepa H5N1 ocasion6 enfermedad respiratoria severa a 18
humanos, de los cuales 6 fallecieron. La infeccion en el hombre coincidié con una epidemia de
Influenza aviar altamente patdégena en la poblacion avicola de Hong Kong, producida por la
misma cepa. (OIE 2004); ademas, afectd no solo a aves y seres humanos sino inclusive
provoco la muerte de 33 tigres en un zooldgico privado de Tailandia en Octubre del 2004;
durante ese mismo ano murieron 11 personas en Tailandia y 19 en Vietnam producto de esta
cepa. (Thornley 2004).

En el afio 2002 en Hong Kong; durante el brote de influenza aviar altamente patégena
correspondiente a la cepa HS5N1, la cepa se aislo mediante cultivo celular en un cisne de cuello
negro que se encontraba en el parque Zooldgico Kowloon, este ejemplar murio, esta ave se
encontraba junto a 9 individuos mas de los cuales no se aislo el virus, ademds murieron cinco
ejemplares de cisne coscoroba (de un total de cinco), de todos ellos se aislo el virus (Trevor
2004).

En Chile, en el afio 2002 se presentd un brote en la provincia de San Antonio en la V
region, se afectaron los planteles de reproductoras y de pavos, en este unico brote se
sacrificaron 460.000 gallinas y 18.000 pavos, la totalidad de animales de los planteles
afectados (Chile 2002) , produciéndose pérdidas de 20 millones de dolares aproximadamente,
de los cuales 10 millones serian por pérdidas directas y el resto por cierre de mercados, a esto
se le debe sumar los costos asumidos por el Estado para controlar la emergencia (Cortés
2002). Las cepas aisladas en este brote corresponden al subtipo H7N3 de alta y baja
patogenicidad (Cortés 2002, Jones y Swayne 2004). A pesar de que no se pudo determinar el
origen del brote se postula que pudo haber sido introducida por hospedadores de especie
diferente a las gallinas (Jones y Swayne 2004). Se debe mencionar que esta es una enfermedad
que se encuentra en la Lista tnica de la OIE.

Actualmente Chile se encuentra libre de Influenza aviar y cuenta con un programa de
vigilancia en poblaciones de aves silvestres, especialmente acuaticas (Chile 2005°).
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3.3.2. Enfermedad de Newcastle

El virus de la Enfermedad de Newcastle (ENC), es un virus RNA que pertenece a la
familia Paramixoviridae, subfamilia Paramixovirinae y género Rubulavirus (Alexander 2000

b)‘

La Enfermedad de Newcastle, causada por un paramixovirus aviares perteneciente al
serotipo 1 (APMV-1), se encuentra en la Lista Gnica de la Oficina Internacional de Epizootias
(Alexander 2000 °, OIE 2005).Ademds se conocen otros ocho serotipos de paramixovirus
aviares, numerados del APMV-2 al APMV-9. Buena parte de esos serotipos parecen estar
presentes en reservorios naturales de determinadas especies aviares silvestres, aunque hay
otras especies que suelen ser susceptibles y pueden ejercer de huéspedes. Solo los serotipos
APMV-2 y APMV-3 han tenido efectos sanitarios y economicos de cierta importancia para la
produccion avicola. Ambos tipos de virus provocan afecciones respiratorias y caidas de la
produccion de huevos, que pueden revestir cierta importancia cuando a sus efectos se suman
los de otras infecciones o presiones ambientales. No se ha descrito ningtin caso de infeccion
natural de pollos por virus del tipo APMV-3. (Alexander 2000 *). La capacidad del virus de
aglutinar eritrocitos, se debe a la fijacion de la proteina hemoglutinina a los receptores de
superficie de los eritrocitos, seguida de una digestion enzimatica de estos receptores, lo que
permite la posterior elusion o liberacion del virus, este ultimo proceso esta asociado a la
enzima neuroaminidasa (Alexander 2000 °). El virus puede causar la hemoaglutinaciéon de
eritrocitos de reptiles, anfibios y aves; los eritrocitos de humano y cobayo son aglutinados por
todas las cepas, mientras que los de bovinos, cerdos, ovejas y caballo son aglutinados sélo por
algunas cepas (Gordon 1980).

El virus de la ENC es antigénicamente uniforme y los aislados se han clasificado
conforme a su virulencia e importancia epizootica, en cepas lentogénicas, mesogénicas y
velogénicas; esta division es so6lo aplicable para las gallinas domésticas (Gerlach 1994).

Existen dos principales reservorios de esta enfermedad: una forma avirulenta en aves
acuaticas y otra altamente virulenta en aves tropicales. Los anseriformes presentan una baja
susceptibilidad al virus en conjunto con otras aves acuaticas y rara vez desarrollan signos
clinicos después de una infeccion. Se postula que estos animales han estado en contacto con
este virus durante muchos afnos durante su evolucion, ya que este sobrevive bien en agua de
mar o en agua dulce (Carry y Cross 1991). En general se ha observado una falta de lesiones
macroscopicas en patos y gansos domésticos (Palmer y Trainer 1977). En el ambiente
acudtico, la transmision de la enfermedad ocurre principalmente por via fecal-oral (Carry y
Cross 1991), aunque todas las secreciones pueden ser infectantes por un tiempo variable
(Ritchie y Kripcarter 1995).

Esta es una de las dos enfermedades mas importantes en la produccién avicola a nivel
mundial, no s6lo por la alta mortalidad que puede llegar a un 100%; sino también por el
impacto econdmico que provoca producto de las restricciones comerciales que genera en las
zonas donde se producen brotes (Aldous y Alexander 2001), por lo cual esta enfermedad se
encuentra en la lista Uinica de la Oficina Internacional de Epizootias (OIE 2005). En Europa se
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ha visto un incremento en el nimero de brotes en aves de produccion reportados a la Oficina
Internacional de Epizootias (Schelling y col 1999).

En Estados Unidos en el afio 1970, se realizd un estudio en el que se encontro
seropositividad al virus de la ENC, en patos mallards y cisnes cautivos, entre estos ultimos se
encontraban cinco ejemplares de cisne de cuello negro de los cudles uno arrojo resultados
positivos (Friend y Trainer 1970).

En Canada entre los afio 1995 y 2000, se muestrearon Cormoranes de doble cresta, los
resultados del analisis de la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR), fueron virus
virulentos pertenecientes al tipo APMV1 (Weingartl y col 2003).

En Suiza se han reportado aves acudticas con seropositividad a virus de la ENC; entre
las aves muestreadas se cuentan anades azulones (Anas platyrhynchos), patos colorados
(Aythya ferina), porrobn comin (Aythya fuligula), con porcentajes que varian entre un 5y 6%
(Schelling y col 1999).

En Argentina en el afio 2005, se realiz6 un estudio sobre aves silvestres sanas entre las
que se pueden contar gaviotas, pingiiinos, patos, gansos, cuervos, cisnes, flamencos y
palomas; se logro aislar el virus y se comprob6 seroconversion en estas aves, el virus aislado
resultd ser avirulento, en los cisnes muestreados se encontré un 35% positivos al test de
inhibicién de la hemoaglutinacion (Zanetti y col 2005)

Chile se encuentra libre de esta enfermedad, desde el afio 1975, por lo que mantener
una vigilancia en poblaciones silvestres debe ser prioritario para asegurar el status
zoosanitario del pais (Chile 2005 ©).

En el hombre virus de la ENC provoca una conjuntivitis transitoria (Ritchie y
Kripcarter 1995) y el primer reporte de infeccion humana ocurri6 en un accidente de
laboratorio en 1942 (Swayne y King 2003).

3.3.3. Adenovirus tipo I

Respecto a Adenovirus tipo I, la literatura sefiala que se encuentra ampliamente
distribuido por todo el mundo, pero que tienen participacion principalmente como patégenos
secundarios en relacion a infecciones con el virus de la Anemia Infecciosa Aviar y el virus de
la Infeccion de la Bolsa de Fabricio y que no tiene importancia conocida en el ambito de la
salud publica (McFerran 2000).

Los Adenovirus son virus no envueltos de 70 a 90 nm. de didmetro. Se replican en el
nicleo de las células, donde se acumulan las particulas virales que forman cuerpos de
inclusion intranucleares. Las varias cepas del Adenovirus afectan a mamiferos y aves. Las
cepas que infectan mamiferos pertenecen al género Mastadenovirus, y las cepas que afectan a
aves corresponden al género Aviadenovirus (Ritchie y Kripcarter 1995). Mastadenovirus
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presentan actividad hemoaglutinante mientras que Aviadenovirus no la presentan (Gerlach
1994).

La clasificacion de Adenovirus aviares presenta un grupo antigénico que los diferencia
de los Adenovirus de los mamiferos (Ritchie y Kripcarter 1995). El género de los Adenovirus
de las aves se divide en tres grupos, se acuerdo a antigenos comunes determinados por virus
neutralizacion, segun su crecimiento en cultivos celulares y caracteristicas de su DNA
(Gerlach 1994, Hess 2000).

Grupo I: tiene 12 serotipos; que han sido aislados de gallinas, pavos (con 3 serotipos),
palomas, periquitos, patos, gallina de guinea, faisanes, gansos (3 serotipos).

Grupo II: El virus de la Enteritis Hemorragica del Pavo, el virus Enfermedad del Bazo
Moteado y el virus de la Esplenomegalia del Pollo. El antigeno comun del grupo es distinto al
del grupo L.

Grupo I1II: tiene sélo el virus asociado a la Salpingitis Infecciosa de Galliformes y similar a los
virus aislados de patos; este subtipo del virus comparte algunos antigenos comunes con los del
grupo [. Este grupo de Adenovirus aviares tiene actividad hemoaglutinante (Gerlach 1994).

Su modo de transmision es vertical a través del embrién y horizontal mediante todas
las excreciones, aunque los titulos mas elevados se encuentran en las heces. Por lo que la
propagacion por medio de fomites es muy importante (McFerran 2000).

Los Adenovirus del grupo II y III se encuentran relacionados con una enfermedad
especifica; mientras que los del grupo I su rol como patogeno es cuestionable (Hess 2000). El
efecto patdgeno sobre la salud de las aves ha demostrado que es un patdégeno potencial y se
relaciona con la produccion de huevos (10% de descenso en produccion de huevos), en la
conversion de alimentos y crecimiento en la presentacion de Hepatitis con Cuerpos de
Inclusion, Sindrome de Hidropericardio, Enfermedades Respiratorias, Tenosinovitis en Pollos
(McFerran 2000). En gansos y patos, se han aislados tres serotipos, pero que via inoculacion
experimental no han reproducido la enfermedad en gansarones. En brotes con elevada
mortalidad relacionada con hepatitis, se han observado particulas similares a Adenovirus en
higado. En patos almizcleros de 7 a 21 dias de edad, se observd una traqueitis estenosante
difteroide, con bronquitis y neumonia ocasional. Las células epiteliales de la trdquea contenian
numerosos Adenovirus (McFerran 2000).

Varios Adenovirus serologicamente distintos se han recuperado de patos en cautiverio
y de gansos de vida libre. Ademas, algunos virus aislados son serolégicamente similares a los
Adenovirus de gallinaceas que causan Sindrome de la Caida de la Postura. Durante un estudio
anual en Europa se aisld mediante cultivos celulares de 45 patos, 10 gansos y 4 cisnes.
(Ritchie y Kripcarter 1995).
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En Francia se report6 un caso de patos criollo muertos por Adenovirus, los animales
presentaron emaciacion y comenzaron a morir a los 35 dias de edad y la mortalidad alcanz6 al
1,5% de la parvada. Por alrededor de 10 dias, el virus se aislo mediante serologia, algunos
casos presentaron traqueitis diftérica y en otros bronquitis y neumonia (Gerlach 1994).En el
mar Baltico, en el afio 1998, se asocid la muerte de machos patos de eiders comun (Somateria
mollissima) con Adenovirus aislandose el virus de cloaca en 6 del0 animales, el virus se
inoculd experimentalmente en patos (Anas platyrhynchos), quienes presentaron la misma
signologia que los eiders (impactacion y necrosis del intestino), sin embargo sobrevivieron,
por lo que se sugiere que la mortalidad se debié también a las condiciones de estres de la vida
silvestre (Hollmen y col 2003 *). En el afio 2000 en Alaska se produjo un brote de enfermedad
y mortalidad de patos mavelda (Clangula hyemalis); aislandose una cepa de Adenovirus
proveniente de muestras de intestino. Esta cepa no E)udo ser neutralizada con antisueros de
referencia para grupos I, [T y III (Hollmen y col 2003 ).

3.3.4. Virus Viruela aviar

Viruela aviar, causada por virus Pox es una enfermedad comun de las aves domésticas
y se ha informado que la padecen mas de 60 especies de aves silvestres con distribucion
mundial. No tiene importancia para la salud humana y por lo general no afecta a mamiferos,
sin embargo existe un reporte de un poxvirus aviar aislado en un rinoceronte. Cuando la
enfermedad es leve, la mortalidad suele ser baja, pero cuando la infeccion es generalizada
(forma diftérica) o cuando se complica con otras infecciones o condiciones ambientales
deficientes la mortalidad es alta (Tripathy y Reed 2000).

Es una enfermedad muy difundida y ha sido reportada en la mayor parte del mundo (Gordon 1980).

Los virus Pox aviares, son miembros del género Avipox de la familia Poxviridae
(Tripathy y Reed 2000), el virus es grande, oval, de 150 — 200 nm por 265- 350 nm, es un
virus ADN revestido de una cubierta que se desarrolla en el citoplasma de las células
infectadas, estas células tienen grandes inclusiones intracitoplasmaticas (cuerpos de Bollinger)
(Karstad 1977).

El virus Pox afecta primariamente a la piel y mucosas, destruyendo las células y
estimulando la produccién de linfa. La lesion comienza como vesiculas de distintos tamafos,
que sobresalen de la superficie y se llenan de un fluido rico en virus, la vesicula estalla en la
superficie y la piel sobre ella se vuelve amarilla y necrética, la linfa forma una costra que se
une a las contiguas formando una corteza, las bacterias pueden contaminar estas lesiones y
provocar una descarga purulenta y aumentar la necrosis, (Arnall y Keymer 1975). La
enfermedad puede presentar una forma diftérica que corresponde a lesiones fibronecréticas en
las membranas mucosas, estas lesiones en boca, trdquea y esofago se caracterizan por la
formacién de laminas necréticas de células epiteliales, conocidas como membranas diftéricas.
La mortalidad es baja cuando la enfermedad afecta sélo la piel (forma cutanea), en el caso de
la forma diftérica las aves afectadas suelen morir, especialmente cuando estas lesiones se
contaminan ya sea con hongos o bacterias; la presentacion de la enfermedad puede ser con una
o ambas formas combinadas; en este Ultimo caso se produce una septicemia con depresion
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aguda, disefia, anorexia y muerte (Ritchie y Kripcarter 1995). Esta enfermedad rara vez se
presenta en las aves acudticas (Friend y Franson 1999).

La transmision es través de aves infectadas en forma latente y de insectos artrépodos.
En muchas areas los mosquitos sirven como los vectores mecanicos, de diferentes formas ya
sea al picar a un ave infectada en el momento de la viremia o al posarse sobre las lesiones
cuando la vesicula se rompe (Friend y Franson 1999). La transmision directa del virus entre
aves esta directamente ligada a lesiones en la piel (Gerlach 1994).

Esta enfermedad ha sido reportada en aproximadamente 9000 especies de aves
diferentes; entre los que se encuentran aves de la familia anatidae como: &nades azulones
(Anas platyrhynchos), patos criollo, pato mandarin silbon europeo (Mareca penélope),
cerceta comun (Nettion creca), pato europeo (Anas clypeata) y negron comun (Melanitta
nigra) (Bolte y col 1999).

En Michigan, Estados Unidos se han diagnosticado casos para el cisne trompetero
infectados con virus Viruela aviar (Department of Natural Resources 2002).

Con relacion a los antecedentes citados se formula la siguiente hipotesis:
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3.4 HIPOTESIS DE TRABAJO

La muestra de la poblacién de cisnes de cuello negro (Cygnus melanocoryphus),
obtenida del Sector San Ramon del Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”, ha estado
en contacto con virus Influenza Aviar, Newcastle, Adenovirus tipo I y/o Viruela.

3.5 OBJETIVOS

3.5.1 Objetivo General

Obtener informacién sobre la presencia de virus Influenza aviar, virus de la ENC, virus
Viruela aviar y Adenovirus tipo I, en la poblacion de cisnes de cuello negro (Cygnus
melancoryphus) del Santuario de la Naturaleza ”Carlos Anwandter”, utilizando métodos de
diagnostico directos e indirectos.

3.5.2 Objetivos especificos

Pesquisar la presencia de virus de la ENC y virus Influenza aviar en la poblacion de
cisnes del Santuario de la Naturaleza mediante aislamiento del agente, utilizando las muestras
cloacales y traquéales.

Determinar la presencia de anticuerpos para el virus de la Enfermedad de Newcastle
mediante la prueba de Inhibiciéon de la Hemoaglutinacion (IHA), usando las muestras de
suero.

Determinar la presencia de anticuerpos para virus Influenza aviar, Adenovirus tipo [ y
Viruela aviar, en la poblacion de cisnes del Santuario de la Naturaleza, mediante
inmunodifusion en gel agar, usando las muestras de suero.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Material Bioldgico

- 77 sueros de cisnes de cuello negro

- Suspension al 10% en PBS de eritrocitos de pollo lavados

- Antigeno virus de la Enfermedad de Newcastle cepa La Sota

- Antigeno virus Influenza tipo A (reagents, NVSL)

- Suero positivo Influenza (reagents, NVLS)

- Antigeno Adenovirus tipo I (Universidad de Chile)

- Suero positivo Adenovirus tipo I (Universidad de Chile)

- Antigeno virus Viruela Aviar (Universidad de Chile)

- Suero positivo Viruela Aviar (Universidad de Chile)

- Suero control negativo libre de patdogenos especificos (SPF) (Universidad Austral
de Chile)

- Huevos embrionados SPF (Universidad Austral de Chile, UACH)

4.1.2 Material de laboratorio

- Céamara de flujo laminar. Haroshet®

- Microplacas: Para IHA. Brand®

- Medio de cultivo con antibidtico (Caldo peptona con 10.000U.I/ml de penicilina y
0, 25 mg/ml de gentamicina)

- Micropipeta multicanal: Transferpette”®-8.Brand®

- Tubos Ependorff

- Refrigerador

- Incubadora

- Jeringas de tuberculina

- Agujas de 26 2 G

- Ovoscopio

- Puntas para micropipetas 2-200ul.Brand®

- Pipeta de repeticion: Finnpipette®. Labsystem®

- Puntas pipeta repeticion: Finntip 2,5 ml. Labsystem®

- Placas petri
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- Gel Agar (fosfato disodico, fosfato potasico, agar noble, azida de sodio, cloruro de
sodio y agua destilada)
- Sacabocados

42 METODOS

4.2.1 Diseiio del estudio

Determinacion de la presencia y/o ausencia de los agentes virales de la ENC, Influenza
aviar, Adenovirus tipo I y virus Viruela aviar, utilizando métodos de diagnostico directos e
indirectos, en la muestra de cisnes de cuello negro Cygnus Melanocoryphus.

4.2.2 Area estudio

El estudio se realiz6 en el Santuario de la Naturaleza e Investigacion Cientifica “Carlos
Anwandter”, Rio Cruces, sector de San Ramén. Ubicado en la Region de Los Lagos (39°35°-
39°47° Sy los 73°07°-73°16” O) en la Provincia de Valdivia, sur de Chile (figura 2)

= e

escala 1:150.000 |

Fuente: Chile, 1999.
Figura 2. Mapa del Santuario de la Naturaleza y area de estudio.
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4.2.3 Determinacion del tamafio muestral y periodo de muestreo.

El tamafo muestral se obtuvo mediante el programa computacional EPIINFO 6.04;
determinandose 70 cisnes como muestra, considerando una poblacion de 600 cisnes, una
prevalencia esperada de 50%, un error de un 11% y un coeficiente de confianza de un 95%, a
este nimero se le agregd un 10% mas para considerar las pérdidas, por lo que el tamafio
muestral se determin6 en 77 cisnes.

Debido a reduccion drastica de la poblacion de cisnes este tamafio muestra se obtuvo

entre los meses de Octubre del 2004 y Febrero del 2005 (Anexo 1).

4.2.2 Captura de ejemplares y obtencion de muestras

Se utilizdé un bote a motor y con la ayuda de los guardafaunas del sector fueron
capturados los ejemplares mediante el uso de una vara de dos metros con un aro metélico en
un extremo provisto de una red (chinguillo). Las aves fueron llevadas a tierra para la toma de
muestras. Esta captura fue autorizada por el Servicio Agricola Ganadero (SAG) (Anexo 7).
De estas aves se obtuvieron torulas traqueales y cloacales, que se transportaron al Laboratorio
de Patologia Aviar de la UACH, en tubos con medio de cultivo con antibidticos, asegurando la
inmersion completa de la torula en el medio. Ademas, se obtuvo sangre entera mediante
venopuncion de la vena braquial en el ala para obtencién de suero (Figura 3). Los cisnes
fueron identificados mediante un anillo en la extremidad inferior, posteriormente se pesaron,
sexaron y fueron liberadas en los sitios de colecta en un plazo no mayor a una hora. Las
muestras fueron identificadas y transportadas a una temperatura aproximada de 4°C.

. AR
Fuente: Lumeij 1996
Figura 3. Puncion de la vena braquial de un ejemplar de cisne de cuello negro muestreado.
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Pesquisa del agente viral
4.2.2.1 Aislamiento viral

Mediante la adicion de 1 ml. de la suspension de 5 torulas traqueales, se obtuvo un
in6culo, siguiendo el mismo procedimiento con las torulas cloacales. Estos indculos se
congelaron y descongelaron (tres veces) y se centrifugaron para obtener el sobrenadante, el
cual se inoculd en 5 huevos SPF, de 8-9 dias de incubaciéon en un volumen de 0,2 ml. Por
huevo, via saco alantoideo. Estos huevos se incubaron 37° C por 7 dias. Embriones muertos a
las 24 hrs. se eliminaron por ser considerada mortalidad inespecifica. Liquido alantoideo se
obtuvo 4-7 dias postinoculacion, previo enfriamiento de los huevos a 4°C y se realizd la
prueba de aglutinacion rapida en placa utilizando una suspension de globulos rojos al 10%
lavados con PBS (Beard 1980).

Una muestra se considerd negativa si posterior a tres pasajes en los huevos
embrionados no se observo actividad viral.

4.2.3.2 Pesquisa de anticuerpos

4.23.2.1 Determinacion de anticuerpos para la ENC (paramixovirus [)mediante la prueba
de THA: Se realizd6 un test de microaglutinacion (Beard 1980) para detectar anticuerpos
inhibidores de la hemoaglutinacion, utilizdndose 4 unidades hemoaglutinantes (UHA) del
antigeno y una suspension de eritrocitos lavados de pollo diluido al 1%.

Los titulos se expresaron como el valor reciproco de la mayor dilucion del suero
problema capaz de inhibir la hemoaglutinacién. Para la validacion de este test se us6 como
control suero positivo a virus de la ENC y un suero negativos SPF.

42322 Determinacion de anticuerpos para Adenovirus tipo I, virus Viruela aviar e
Influenza aviar mediante inmunodifusion en gel agar: La prueba de inmunodifusion en gel
agar para Influenza aviar se realizd en el Laboratorio Central del SAG segtin el método de
Shafer (2003). La forma en que se distribuyeron los reaccionantes en el agar se muestra en la
Figura 4:
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Figura 4. Distribucion de reaccionantes en cada roseta: Ag.. Antigeno Influenza AIID
(reagents, NVSL); C+: Suero control positivo influenza AIID (reagents, NVLS); 1,2,3.4:
sueros problema.

Previo a la lectura, las placas se incubaron a 37°C en ambiente himedo por 24 hrs.

El andlisis de anticuerpos para Adenovirus tipo [ y virus Viruela aviar se realizo en el
Laboratorio de Patologia aviar de la Universidad de Chile, utilizando reaccionantes
elaborados en este laboratorio.

En la preparacion del antigeno para Adenovirus tipo I se utiliz6 una mezcla de dos
cepas del virus Adeno del tipo I. Una cepa perteneciente al serotipo 4, aislado de un caso de
Hepatitis a Cuerpo Inclusion (HCI) y una cepa del serotipo 1, CELO, proveniente de
Laboratorio de Virologia del SAG.

Los sueros control positivo provenian de pollos Leghorn de 6 semanas de edad
vacunados con vacuna inactivada inactivada, emulsionada en aceite contra virus HCI, serotipo
4, Grupo I (Investigacion aplicada SA de CV®, México) y pollos inoculados con una
suspension de virus Celo (0.4 ml intra venoso) (Gonzalez 2005).

El antigeno virus Viruela aviar, fue elaborado mezclando partes iguales dos aislados
del virus obtenidos de homogeneizados de membrana corio alantoideas (MCA)( Gonzélez
2005).

El suero control positivo se obtuvo de pollos broiler, que habian recibido tres dosis de
vacuna virus Viruela modificado (Pox Diftosec, Rhone Merieux®)., aplicadas semanalmente,
mediante el método de estilete en la membrana del ala (Gonzalez 2005). El suero control
negativo se obtuvo de gallinas SPF del plantel de la Universidad Austral de Chile (UACH).

La forma en que se distribuyen los reaccionantes en la prueba de inmunodifusion para
adenovirus tipo [ y Viruela aviar se presenta en la Figura 5.
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Figura 5. Distribucion de sueros y anticuerpos virales en rosetas de una placa petri para
inmunodifusion: + (suero control positivo); - (Suero control negativo); 1,2,3,4,5,6 (sueros
problemas); I, II, ITI, IV, V (N° de cada roseta). Las flechas indican el orden en que se realizo
la lectura.

En el caso de adenovirus se utilizaron dos sueros controles positivos; el primero (anti-
CELO) se puso en la roseta I en el pocillo 1, el segundo (anti-Hepatitis a Cuerpos de inclusion
serotipo 4, Grupol) en la roseta III (Beard 1980).

Las placas se incubaron en un ambiente humedo a temperatura ambiente. La lectura se
realiz6 a las 24 y 48 hrs (Tripathy y Hanson 1980).
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACION DE LA MUESTRA
El 92% (71) de los cisnes muestreados fueron adultos (machos 94,1%, hembras
88,5%), predominado en el total de la muestra los machos con un 66.2% (51/77) (tabla 3).

Tabla 3. Edad y sexo de los cisnes muestreados entre Octubre del 2004 a Marzo del 2005 en
el Sector San Ramon del Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter” .

Machos 66,2% (51/77) Hembras 33,7% (26/77)
Adultos Jovenes Adultas Jovenes
Porcentaje  94.1(48 /51) 5.9 (3/51) 88.5 (23 /26) 11.5 (3 /26)

Los pesos de los cisnes fluctuaron entre 3,0 y 6,5 kg siendo el peso promedio de 4,7 kg. Los machos adultos presentaron pesos
promedios superiores a las hembras, 5,0 kg y 4,1 kg respectivamente (tabla 4).

Tabla 4. Peso de los cisnes muestreados, segun sexo y edad entre Octubre del 2004 a Marzo
del 2005 en el Sector San Ramon del Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter” (Anexo
3).

Machos n=51 Hembras n=26
Adultos Jovenes Adultas Jovenes
Media + Ds Media + Ds Media + Ds Media + Ds
Peso (kg) 5,0+£0,9 4,2+0.8 4,1+0.9 3,8+0,9

Como hallazgo, se debe destacar que 45 de los cisnes muestreados presentaron lesiones
circulares amarillentas y solevantadas en las membranas interdigitales de las patas.

5.2 AISLAMIENTO VIRAL

Al realizar aislamiento virico mediante inoculacion en huevos embrionados, no se
detecto la presencia de los virus de Influenza aviar y virus ENC.
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5.3 SEROLOGIA

5.3.1 Inhibicién de la hemoaglutinacion

Si bien no se logro aislar el virus de la Enfermedad de Newcastle (ENC), si se detecto
la presencia de anticuerpos por el test de Inhibicion de la Hemoaglutinacion , con un 42,85%
(n=33) de seroprevalencia. Los titulos fluctuaron entre 4y 256, siendo el titulo mas frecuente
16 (figura 7).

20

15

0

N° de Cisnes

4 8 16 32 64 128 256
Titulos IHA

Figura 7. Distribucion de titulos de anticuerpos positivos al test de IHA, de los sueros de los
cisnes muestreados entre Octubre del 2004 a Marzo del 2005 en el Sector San Ramoén del
Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

Al estudiar la seroprevalencia a ENC, seglin edad y sexo, como tasa cruda y especifica
(Anexo 5), se encontrd que del total de los individuos seropositivos el 96,9% correspondian a
individuos adultos. Al analizar toda la poblacion fueron los machos adultos los que
presentaron mayor porcentaje de seropositividad 28,5%, seguido de las hembras adultas con
un 12,9% y 1,3% de hembras juveniles. En cambio al analizar las tasas especificas, del total
de machos adultos muestreados el 46% fue seropositivo y de las hembras adultas un 43%
(tabla 5).

Tabla 5. Seroprevalencia del virus de la Enfermedad de Newcastle (tasa cruda y especifica),
por sexo y edad de los cisnes muestreados entre Octubre del 2004 a Marzo del 2005 en el
Sector San Ramon en el Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

Acente Viral Machos Hembras
& Adultos Juveniles Adultas Juveniles
E;Sg cruda a 28,5% (22/77) 0% (0/77) 12,9% (10/77)  1,3% (1/77)
g\fé especificaa yco/ 22/48) 0% (0/3) 43% (10/23) 33% (1/3)

(): muestras positiva/n
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5.3.2 Inmunodifusion en gel agar

En la tabla 6 se presentan los resultados de la prueba de Inmunodifusion en gel agar
para virus Influenza aviar, Adenovirus tipo I y virus Viruela aviar, encontrdndose sueros
reaccionantes s6lo para Adenovirus con una seroprevalencia de un 22,02%.

Tabla 6. Numero y seroprevalencia de sueros de cisne de cuello negro (Cygnus
melancoryphus) muestreados entre Octubre del 2004 a Marzo del 2005 en el Sector San
Ramon del Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter” reaccionantes en la prueba de
Inmunodifusion en gel agar para Adenovirus tipo I, virus Viruela aviar e Influenza aviar.

Agente n° positivos % positivos
Adenovirus tipo [ 17/77 22,02
Virus Viruela aviar 0/77 0
Virus Influenza aviar 0/77 0

De total de individuos seropositivos a Adenovirus tipo I, el 19,4% (15) fueron cisnes
adultos. De la poblacion total fueron los machos los que presentaron una mayor
seroprevalencia (16,8%) con respecto a las hembras (6,4%). En cambio al analizar las tasas
especificas del total de machos muestreados adultos el 22,9% fue seropositivo y de las
hembras adultas un 21% (tabla 7).

Tabla 7. Seroprevalencia de virus de la ENC y Adenovirus tipo I, por sexo y edad de los
cisnes muestreados entre Octubre del 2004 a Marzo del 2005 en el Sector San Ramoén en el
Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

Agente Viral Machos Hembras
8 Adultos Juveniles Adultas Juveniles
Tasa cruda para o . . .
Adenovirus tipo [ 14,2% (LL/77) - 2,6%(2/77) 6,4% (4/17) 0% (0/77)
Tasa especifica para 22,9% (11/48) 66% (2/3) 21% (5/23) 0% (0/3)

Adenovirus tipo |

(): muestras positiva/n
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6. DISCUSION

Los pesos de los cisnes muestreados fluctuaron entre 3,0 y 6,5 kg con un promedio de
4,7 (ver tabla 4); estudios realizados en forma paralela a esta investigacion indican que estos
pesos evidencian un estado de desnutricion, ademas, describen la presencia de una leucopenia
en la poblacion de cisnes del Santuario de la Naturaleza (Artacho y col 2005, Chile 2005 *,
Néspolo y col 2005, Soto-Gamboa y col 2005). El hallazgos de lesiones amarillentas
solevantadas en las membranas interdigitales de las extremidades inferiores en 45 ejemplares,
permiten afirmar que las aves de la muestra provenian de una poblacién de cisnes con
alteraciones clinicas.

Los resultados obtenidos, confirman parcialmente la hipotesis de trabajo debido a que
se determino la presencia de anticuerpos s6lo para Adenovirus tipo I 'y virus de la ENC.

En el caso de virus Viruela aviar, en que no se comprobd la presencia de anticuerpos,
la literatura sefiala que aves acudticas rara vez presentan la enfermedad (Friend y Franson
1999), ademas se debe tener presente que la técnica diagnostica de inmunodifusion no es una
prueba lo suficientemente sensible (Tripathy y Reed 2003).

Los resultados negativos en la prueba de inmunodifusion para virus Influenza aviar,
indicarian la ausencia de anticuerpos en los individuos muestreados, sin embargo, la literatura
cuestiona el uso de antigeno viral proveniente de gallina, en el diagnéstico en aves acuéticas.
Al respecto Slemons y Easterday (1972) sefialan que la respuesta al antigeno de virus
influenza en la prueba de inmunodifusion, es generalmente de gran magnitud en faisanes y
pavos, pero no se ha detectado en patos posterior a la infeccion. De igual modo, Senne (2003)
seflala que esta prueba no es confiable para evaluar la infeccion en aves acudticas y que
ademas este test es relativamente insensible con respecto a otros (Ritchie y Kripcarter 1995).
Estos antecedentes plantean la necesidad de utilizar antigenos especificos para aves acudticas.
Alvarado (2004), en un estudio similar, encontr6 un cisne positivo a esta prueba, usando una
muestra de 52 sueros de cisne de cuello negro muestreados entre Junio y Septiembre del 2003,
provenientes del sector “San Ramon”, del Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”, en
este trabajo no se realizo aislamiento viral por lo que este resultado no pudo ser confirmado.

La presencia de anticuerpos para Adenovirus tipo I en el grupo de cisnes muestreados
podria tener su origen en la ubicuidad del virus, que es considerado oportunista y que
normalmente produce cuadros clinicos en aves inmunodeprimidas (McFerran 2000). En los
cisnes muestreados se observd un evidente estado de desnutricion debido a la falta de
alimentacion, situacion senalada en un informe elaborado por la UACH, en una investigacion
realizada entre Noviembre del 2004 y Marzo del 2005, determinando las causas de la
disminucién de la avifauna del santuario (Chile 2005 *, Artacho y col 2005, Soto-Gamboa y
col 2005 ), sefialan que existié un deterioro fisiolégico importante, detectaindose hasta un 30%
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de pérdida de masa total ademéas Néspolo y col (2005) sefialan que ademas estos cisnes
presentaba una leucopenia, lo que es aun mas sugerente de una inmunodepresion.

La presencia de anticuerpos indicaria que las aves en algin momento estuvieron en
contacto con el virus, sin embargo no fue posible aislarlo y determinar el patotipo del virus
que estuvo en contacto con las aves (Gordon 1980). Alvarado (2004) en un trabajo similar, no
encontrd anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacion contra virus de la ENC utilizando
una muestra de 52 sueros de cisne de cuello negro muestreados entre Junio y Septiembre del
2003 provenientes del sector “San Ramoén”, del Santuario de la Naturaleza “Carlos
Anwandter”. Esto sugiere un posible contacto con el virus de la ENC posterior al afio 2003. Se
postula que esta seroconversion podria haberse originado por infeccion con cepas
lentogénicas, debido a la presencia en las cercanias del santuario (Pechulquin) de un plantel de
ponedoras de produccion intensiva, donde se vacuna contra esta enfermedad; por lo que es
posible haya ocurrido un contacto directo o indirecto. Sin embargo, la literatura sefiala que las
cepas vacunales lentogénicas se transmiten de aves vacunadas a otras susceptibles s6lo por
contacto directo (Acha y Szyfres 2003). Por otra parte, en los ejemplares muestreados no se
observod signologia que indicara un posible cuadro clinico de la enfermedad. En relacion a la
presentacion de la enfermedad en cisnes, no se encontrd antecedentes en la literatura revisada.

Otra posible explicacion, del origen de la infeccion, estaria en la dispersion y
nomadismo del cisne (Schlatter y col 2002), el cual puede desplazarse dentro o fuera del pais
estableciendo contacto con otras especies de aves migratorias.

Se debe ademas tener en cuenta la gran cantidad de aves migratorias que visitan el
Santuario de la Naturaleza, unas de origen neartico como Playeros (Calidris sp), pollitos de
mar (Phalaropus sp y Steganopus sp), chorlos (Pluvialis sp), Gaviota de Franklin (Larus
pipixcan), pitotoi grande (Tringa melanoleuca), pitotoi chico (Tringa flavipes), zarapito
(Munenius phaeopus), zarapito de pico recto (Limora haemartica) y &guila pescadora
(Pandion haliaetus)(*) y otras especies nomadicas (movimientos dispersivos entre Argentina,
Uruguay, sur de Brasil y Chile) como el cisne coscoroba (Coscoroba coscoroba), Flamenco
chileno (Phoenicopterus chilensis), Cormoran yeco (Phalacrocorax brasilianus), Cuervo del
Pantano (Plegadis chihi), patos (Anas sp) y gansos (Netta sp y Oxyura sp) (Schlatter y col
2002), cualquiera de estas aves podria ser portadora de alguna enfermedad exoética para
nuestro pais, por lo que se debe resaltar la importancia epidemioldgica que tiene el Santuario
de la Naturaleza.

De los resultados obtenidos se puede concluir que los cisnes muestreados estuvieron
expuestos a Adenovirus tipo I y virus de la ENC.

(*): Comunicacion personal Dr. Roberto Schlatter Instituto de Zoologia de la Universidad
Austral de Chile
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8. ANEXOS

ANEXO 1. Resultados de la prueba de Inhibicion de la hemoaglutinacion (IHA) a virus de la
ENC vy titulo medio en sueros de cisne de cuello negro obtenidos entre Octubre del 2004 a
Marzo del 2005 en el Sector San Ramon del Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”

Fecha muestreo N° de anillo de cisne Titulo IHA
13-10-2004 100 64
13-10-2004 101 0
13-10-2004 102 0
13-10-2004 103 0
13-10-2004 104 0
13-10-2004 106 0
13-10-2004 107 0
13-10-2004 108 0
13-10-2004 109 0
13-10-2004 111 0
13-10-2004 112 0
13-10-2004 116 0
13-10-2004 117 0
13-10-2004 118 0
13-10-2004 119 0
27-10-2004 85 0
27-10-2004 98 0
27-10-2004 105 0
27-10-2004 110 0
27-10-2004 113 16
27-10-2004 114 0
27-10-2004 115 16
27-10-2004 121 16
27-10-2004 122 16
27-10-2004 123 16
27-10-2004 124 16
27-10-2004 125 16
27-10-2004 132 16
27-10-2004 133 16
27-10-2004 135 4
27-10-2004 136 8
27-10-2004 134 0
25-11-2004 126 16
25-11-2004 127 16
25-11-2004 128 32
25-11-2004 131 16
21-12-2004 65 32

21-12-2004 139 16




Fecha muestreo N° de anillo de cisne Titulo IHA
21-12-2004 140 16
21-12-2004 141 0
21-12-2004 142 0
21-12-2004 143 16
21-12-2004 144 32
21-12-2004 145 16
21-12-2004 146 0
21-12-2004 148 32
21-12-2004 149 16
21-12-2004 150 8
21-12-2004 151 0
21-12-2004 152 0
21-12-2004 153 0
21-12-2004 154 0
21-12-2004 155 0
21-12-2004 156 0
21-12-2004 158 0
21-12-2004 159 0
21-12-2004 161 0
24-02-2005 175 0
24-02-2005 176 0
24-02-2005 177 0
24-02-2005 178 0
24-02-2005 179 0
24-02-2005 180 0
24-02-2005 181 0
24-02-2005 182 0
24-02-2005 183 0
24-02-2005 184 16
03-03-2005 186 0
03-03-2005 187 32
03-03-2005 188 32
03-03-2005 189 128
03-03-2005 190 128
03-03-2005 191 256
03-03-2005 192 64
03-03-2005 193 0
03-03-2005 194 0
03-03-2005 195 64

Titulo medio 15,63

36




37

ANEXO 2. Resultados Inmunodifusion para Adenovirus tipo I, virus Viruela aviar e Influenza
aviar en sueros de cisne de cuello negro muestreados entre Octubre del 2004 a Marzo del 2005
en el Sector San Ramon del del Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

N° de anillo de . . : . virus Influenza
. Adenovirus tipo I virus Viruela .
cisne aviar

100 - - -
101 - - -
102 - - -
103 + - -
104 - - -
106 - - -
107 - - -
108 - - -
109 - - -
111 - - -
112 -
116 + - -
117 - - -
118 + - -
119 - - -
85 - - -
98 - - -
105 - - -
110 - - -
113 - - -
114 - - -
115 - - -
121 - - -
122 - - -
123 - - -
124 - - -
125 - - -
132 - - -
133 - - -
135 - - -
136 - - -
134 - - -
126 - - -
127 - - -
128 - - -
131 - - -
65 + - -
139 + - -




N° de anillo de

cisne

Adenovirus tipo |

virus Viruela

virus Influenza
aviar

140
141
142
143
144
145
146
148
149
150
151
152
153
154
155
156
158
159
161
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195

+ 4 oA+

+

+: positivo
-: negativo
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ANEXO 3. Distribucion de los cisnes muestreados entre Octubre del 2004 a Marzo del 2005
en el Sector San Ramoén del Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter” segiin N° de
anillo, sexo, edad y peso.

Sexo Edad

NF° anillo cisne I Vi A i Peso (kg)
100 * * 4,0
101 * * 5,7
102 * * 3,5
103 * * 6,2
104 * * 6,3
106 * * 4.6
107 * 4.4
108 * 5,1
109 * * 6,5
111 * * 4,0
112 * * 4,4
116 * * 5,2
117 * 6,5
118 * * 3,9
119 * * 5,5
85 * * 6,5
98 * 3,9
105 * * 5,4
110 * * 5,5
113 * * 5,5
114 * * 6,0
115 * * 5,4
121 * * 5,1
122 * * 5,5
123 * * 4,4
124 * * 6,5
125 * * 5,4
132 * * 5,8
133 * * 4.4
135 * * 5,2
136 * * 3,3
134 * * 5,4
126 * * 6,3
127 * * 4,0
128 * * 3,8
131 * * 4.4
65 * * 3,5
139 * * 3,4
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N°¢ anillo cisne I Sexo Vi A Edad i Peso (kg.)
140 * * 5,4
141 * * 4,7
142 * * 5,9
144 * * 3,5
145 * * 4.0
146 * 3,5
148 * * 4.6
149 * 4,1
150 * 4.8
151 * 3,0
152 * 5,0
153 * * 4.5
154 * * 43
155 * * 5,5
156 * * 3,1
158 * * 5,1
159 * * 5,4
161 * * 4,7
175 * * 6,3
176 * * 53
177 * * 4,7
178 * * 3,3
179 * * 3,9
180 * * 5,2
181 * * 4,7
182 * * 4,1
183 * * 4.5
184 * * 4.5
186 * * 3,6
187 * * 5,1
188 * * 33
189 * * 3,7
190 * * 4,1
191 * * 4,7
192 * * 4,1
193 * * 5,0
194 * * 3,0
195 * * 4,0

Total (%) 26 (33,76) 51(66,23) 71(92,2) 6(7,79) 362,2

Peso promedio 4,062 5,04 4,76 4,03 4,7039

H: Hembra, M: macho, A: Adulto, J: Juvenil
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ANEXO 4. Total y porcentajes obtenidos de la distribucion segin sexo y edad de la muestra
de cisnes obtenida del Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”

Hembras Adultas Hembras Machos adultos ~ Machos juveniles
juveniles
Total 23 3 48 3
Porcentaje 29,9 3,9 62,3 3,9

ANEXO 5. Seroprevalencia de virus de la ENC y Adenovirus tipo I, por sexo y edad en la
muestra de cisnes obtenida en el Sector San Ramon en el Santuario de la Naturaleza “Carlos
Anwandter”.

N° de A M. AH. I M. J.H.
anillo A. M. Adenovirus ..~ Adenovirus - M. Adenovirus ..~ Adenovirus
de ENC : ENC : ENC : ENC :
. tipo | tipo I tipo I tipo I
cisne

100 *

101

102

103 *

104

106

107

108

109

111

112

116 *

117

118 *

119

85

98

105

110

113 *

114

115 *

121 *

122 *

123 *

124 *
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N° de

anillo A. M.

de
cisne

ENC

A. M.
Adenovirus
tipo I

A. H.
Adenovirus
tipo I

J. M.
ENC

J. M.
Adenovirus
tipo I

J. H.
Adenovirus
tipo I

125
132
133
135
136
134
126
127
128
131
65

139
140
141
142
143
144
145
146
148
149
150
151
152
153
154
155
156
158
159
161
175
176
177
178

* ¥ * *
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N° de A. M. A. H. J.M. J. H.
anillo A M. Adenovirus H. Adenovirus .. Adenovirus ..~ Adenovirus
. ENC : ENC : ENC : ENC :
de cisne tipo | tipo | tipo [ tipo |
179
180 *
181
182 *
183 *
184 * *
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195 * *
Total 22 11 10 5 0 2 1 0
SP.% 28,5 14,2 12,9 6,4 0 2,6 1,3 0
H: Hembra, M: macho, A: Adulto, J: Juvenil, SP: Seroprevalencia.

¥ ¥ X X ¥ *

ANEXO 6. Distribucion de sueros positivos y negativos a la prueba de Inhibicion de la
hemoaglutinacion para virus de la ENC en cisnes de cuello negro (Cygnus melancoryphus) del
Santuario de la Naturaleza “Carlos Anwandter”.

Sueros positivos Sueros negativos

N° % N° %

77 33 42,85 44 57,15
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ANEXO 7. Autorizacion emitida por el Servicio Agricola Ganadero (SAG), para el muestreo

de los cisnes en el Santuario de la Naturaleza “Carlos
Anwandter”
n ” !~
- i - 4 w
"m (’ Depariaments e Pratoecidn &4 Jecarios Naturshes Hear avies
Sabaeparrsmeuto de Vole Savesire

(SER2MA | comervoDCHiLE,

Vida Silvestee N® 1-39, 2004
AUTORIZA A ROBERTO NESPOLO R, LA
CAPTURA DE CISNES DE CUELLO NEGRO CON
FINES CIENTIFICOS,

SANTIAGO. 14 SEP 2004

LR I
LTS e iy g
o VISTOS Lo salivitsds por ¢f interesado con Jecha 17 de agosio <k
Moel ORI NS 74T de fecha 18 de agosto de 2003 del Jefe Oficina SAG Vaidivia la Ley
1047 g Deciero de Ageesuliuza N 3 de 1995 [a Resolucidn N° 2,673 de 2005 del Director
Wacioual del Servicio Agrivols y Ganadere, ¥, la Ley §° 18733, Organiva de este Servicio,

RESUELVO

PRIMERO: Autorizase al Sr. Roberto Néspulo Rossi, 1L NY
P9 es3-! con doms '-: v ool Insttute de Ecologia v Evolucitn de la Universidad
Austral de ".._h e Valdivia, la captura de cisnes de ¢ued o negzo con fines clentificos, baic
las condiciones dy la p csentc Resoluaidn

.(

SEGUNDO: Se sutoriza la captura de sn masuma e S0
gjeniplaes de cisne de cuello FnegTU | {Cugrus melanvrorypha), mediante chinguilios y redes,
dentre Jol Santuario de lL 2\ aturaleza Carlos Adwanter, X Region, a conrar desde 1a fochd
du esta yesoiucion | 21 de diciembie del 2006,

Loe gemplares cepturados debesen ~ov ing o en os

tes Jde colecta, e oun piaze no msyer a l hora. luego de realizadoy jos
tenhis ph weades en 13 investigacion, mcluida fa extraccion de muestas de

=2 ansmos Durante @l poriodo reproductive deberan extremarse las
r o abandone de udos.

1L (R

Darante las capluras »¢ autoriea ademas, o 'ltzupau(‘n de
uro R, C 1 N° 14 131 5811, NMavnae Soto G, G N® 7981 -k,
COIA 22 BWbe, Luis Castafoda, CI N? da‘ce!a
L L NFIS4dFL05-2 yrstar

Pauding
Franc. I 7\‘ 058 193, Maria Soledad Aracena P
Villa A O N 1 adl201-2

GeDitamants Protaceién de Recirass Naturales Rorovabivs SAG7 Av Buinex 140, 6 p.se a7 B30

anp Jad 153, —Xas ~457 Fau 2448 1433 Ll depsoreniag gok s




Para Ja captura de los ejemplares, € interesado deberd contar
com fa autorizacidn expresa dela Corporacion Nacional Forestal.

TERCERO: En forma previa a les capturas, los interpsados
deberan infarmat por escrito, a la Oficina SAG Valdivia (fax 63-213984), las fechas de
caprura v liberacién. Los interesados deberdn brindar las facilidades para que persona!
del SAG exttacciom de muestras de sangre, para fines sanitarios, de los gjempliares Jae
sean capturados.

CUARTO:  En torma semestal, los interesados deberan
enviar & la Direccion Regional SAG correspondiente v al Depa rtamento de Proteccién de
Recursos Naturales Renovables, un informe donde sefale la canndad de ciempiares
capturados v liberados, asi como informacion acerca de la eficiencia del método de

_ captura v de los procedimientas generales efectuados, Una vez concluida la investigacion,
¢l Sr, Neéspoelo debera envier un mforme con los resultados de 1a investigaci6n, asi coma
capia e las publicaciones, ciuidas tesis y presentaciones a congresos, originadas en la
autorizacion otorgada, cebiendo hacer referencia on ellas del permiso expedido,

En el caso que la captura de los individuos no sea efectuada
o2 meresados debera snformer ¢f hecko a Ja Oficina SAG Valdivia v 4l Departaments v
Froteceson de Recorses Naturales Renovables,

QUINTO: Toda infraccion a las disposiciones contenidas ¢ ia
iza + su Reslamento, v a Ja autorizacion yue se le ha otorgado serd ganciomado

porr el Bervaoe Agricela y Ganadero.

ANOTESE Y COMUNIQUESE

". !{;‘— -—I;r_;."_. .
/‘i:‘{ /"‘Z"; LI:l;.f_.r
j ) ME 1{:1 BADILLA
INGENIERQ AGRONOMO _
EPARTAMENTO DE PROTECCION
S0S NATURALES RENOV ABLES

¢

iALES R

b
[ AL y
l‘n. RENDWABLES #

G
DISIBUCION:
Sr Francisco Nospolo R
5R7, Valdivia

Dheector Rec tonal SACG X Eapion,

DEFROREN,

nshtuto de Ecologia v Evolucion, U, Austral de Chiie. Casta

U, g Partes
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