UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
ESCUELA DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

MAESTRIA EN CIENCIA ANIMAL

Encuesta seroldgica de tres patdgenos zoonéticos en aves del
principal mercado de animales de la ciudad de Guatemala.

EDVIN EDUARDO AQUINO SAGASTUME

GUATEMALA, OCTUBRE DE 2021



UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
ESCUELA DE ESTUDIOS DE POSGRADO

MAESTRIA EN CIENCIA ANIMAL

Encuesta serologica de tres patdgenos zoonoéticos en aves del
principal mercado de animales de la ciudad de Guatemala.

TESIS

Presentada al comité evaluador de tesis de la escuela de estudios de postgrado
en cumplimiento con los requisitos establecidos por el Sistema de Postgrado y
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos

de Guatemala

POR

M.V Edvin Eduardo Aquino Sagastume

Como requisito para optar al grado académico de

Maestro en Ciencias



DEDICADO A:

Mis padres: Mirian y Eduardo, por su amor y apoyo incondicional
durante toda la vida.

A mi abuelita: Natalia Duarte, por su amor y apoyo durante toda la
vida.

Mis tios: Juan Pablo, Olmeo, German y Miguel por su carifio y
apoyo.

A mis primos: Natali, Evelin, Katerin, Yosselin, Alex, Kevin,

A mi tutor: Dr. Dennis Guerra, por su apoyo incondicional para
poder llegar a ser un investigador.

A la directora de la Escuela de Posgrado: M.A. Ligia Rios, por su
apoyo durante mi formacion.

AGRADECIMIENTOS A:

Ligia Rios, Dennis Guerra, Juan Carlos Valdez, Manuel Lepe,
Mercedes Diaz por su apoyo Yy colaboracion durante la realizacion
de esta investigacion.

Dennis Guerra, David Moran, Federico Villatoro y Edy Meofio por
contribuir a mi formacion académica.

A la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia por contribuir a la
formacion profesional a través de la Escuela de Postgrado.



INDICE

Contenido Pagina
RESUIMEN ..ottt e e e e e et e e e e eeans 3
ADSEIFACT .. 4
] (0o [0 T o3 T o USSP PURUR 4
V1= (o o [0 RSO P TR TR 6
RESUIBAOS ... et e e e eaaa e e e eeaees 7
D Yol U] o] o PP 8
(@0 o [od 11710 o USSP 11

R (=] (=] (o= TP 11



PRESENTACION
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Resumen

Las aves que se venden en los mercados constituyen una fuente potencial
de patégenos para el ser humano. Con el objetivo de explorar este extremo, se
tomaron muestras de sangre de 57 aves, correspondientes a 10 especies
(Cairina moschata, Anas platyrhynchos, Anser anser, Coturnix coturnix,
Meleagris gallopavo, Gallus gallus, Columba livia, Streptopelia decaocto,
Columbina passerina, Zenaida asiatica) y se buscaron anticuerpos contra los
virus de Influenza Aviar (H5N2) y Newcastle y la bacteria Salmonella sp. La
evidencia de la circulacion de patégenos en la muestra fue, en general, baja.
Unicamente se detectaron anticuerpos contra Newcastle en individuos de Cairina
moschata. No se encontré evidencia de la circulacion de Salmonella o Influenza
en ninguna de las especies de ave estudiadas. Aunque los resultados sugieren
que el riesgo de contagio de zoonosis hacia el humano es bajo, se debe
considerar que el muestreo fue transversal y que no incluyé mas tipos de virus
de influenza aviar, en un estudio longitudinal podrian cambiar la realidad
serolégica de las zoonosis estudiadas en este mercado.



Abstract

Birds that are sold in the markets represent a potential source of
pathogens for humans. In order to explore this possibility, blood samples were
taken from 57 bird specimens belonging to 10 bird species (Cairina moschata,
Anas platyrhynchos, Anser anser, Coturnix coturnix, Meleagris gallopavo, Gallus
gallus, Columba livia, Streptopelia decaocto, Columbina passerina, Zenaida
asiatica) to look for antibodies against Avian Inlfuenza (H5N2) and Newcastle
viruses and Salmonella sp. The evidence of the circulation of pathogens in the
sample was, in general, low. We detected antibodies against Newcastle in Cairina
moschata. No evidence of Salmonella or Influenza (H5N2) was found in any of
the bird species studied. Although the results suggest a low risk of contagion of
zoonosis towards humans, it should be considered that the sampling was
transversal and that only one type of inlfuenzavirus was looked for and in a
longitudinal study, the serological reality of the studied zoonoses in this market
could be different.

Introduccion

Las enfermedades emergentes zoondticas se han vuelto relevantes en los
ultimos afios (Daszak et al., 2004; Jones et al., 2008). Se han presentado brotes
de enfermedades que antes no se conocian o que no habian representado
problemas para la sociedad (Johnson et al., 2015). La interaccion entre animales
y humanos propia de las ciudades modernas ha favorecido la posibilidad del
contagio de enfermedades (Parrish et al., 2008). Otro factor que ha influido en la
diseminacién de enfermedades es el trafico de fauna silvestre (Bueno et al.,
2016). En los ultimos afos algunas enfermedades emergentes se han vuelto
endémicas en lugares que se consideraban libres de enfermedades (Morand,
2018; Kruse, Kirkemo & Handeland, 2004). Muchas de las enfermedades
zoondticas tienen también implicaciones ecologicas y econdémicas (Morand,
2018).

Tres de los patégenos mas comunes en brotes epidémicos son los virus
de Influenza A y de Newcastle, asi como la bacteria Salmonella sp. La
importancia de estos patégenos radica en el hecho de que pueden causar
impacto tanto en la salud publica como en la productividad de algunas especies
animales (Dulo & Pal, 2017; Meslin, Stohr & Heymann, 2000). En Guatemala se
ha reportado evidencia seroldgica de la circulacion de estos patégenos en
distintas especies de aves (Aguilar-Miller et al., 2016; Aquino-Sagastume et al.,
2016; Escobar, 2011).



Por su capacidad de desplazamiento, su amplia distribucion geografica y
el intenso comercio al que son sometidas, las aves han sido identificadas como
importantes reservorios y diseminadores de estos patdgenos (Berg, Johansson,
Montell & Berg, 2001; Thorns, 2000; Webster 1998). Es importante resaltar que
un brote epidémico de cualquiera de estos tres patdgenos podria cambiar el
estatus zoosanitario de un pais.

Las bacterias del género Salmonella pueden infectar a casi todos los
organismos vivos, condicion que se ve favorecida por su capacidad de
permanecer viable por largos periodos de tiempo en el ambiente (Acha, &
Szyfres, 2003; Daniels, Hutchings & Greig, 2003). Su diseminacién se da traves
de secreciones, principalmente las heces (Connolly, Alley, Dutton & Rogers,
2006) lo que facilita el contagio. La aparicién de infecciones por Salmonella esta
relacionada con la época del afio y las condiciones climaticas que favorecen la
diseminacién del patégeno (Skov et al., 2008). Generalmente en los animales
infectados se produce un cuadro de gastroenteritis (Shivaprasad, Timoney,
Morales, Lucio & Baker, 1990), aunque en ocasiones se pueden producir
sintomas respiratorios (Geethika, Abraham, Nair, Krithiga & Priya, 2017), artritis
(Kang et al. 2015) e incluso cuadros subclinicos (Andrés et al., 2013; Millan et
al., 2004). Se sabe que este género de bacterias suele encontrarse como parte
de la microbiota normal de aves.

La Influenza tipo A es causada por un Ortomyxovirus y es una de las
enfermedades mas temidas por su capacidad de producir pandemias (Kilpatrick
et al., 2006;). Los virus que producen la influenza han sido reportados en aves
domeésticas (Lee, Senne & Suarez, 2004) y silvestres (Gonzéalez-Reiche et al.,
2012; Gonzalez-Reiche & Perez, 2012). En Guatemala existen varios subtipos
de virus de influenza circulando (Gonzalez-Reiche et al., 2017; Tongs et al.,
2012). Algunos virus de influenza aviar han sido ligadas con aves migratorias,
principalmente la cerceta de ala azul (Anas discors) (Gonzéalez-Reiche et al.,
2012). Guatemala esta en una posicién geografica vulnerable para la aparicion
de brotes a causa de la migracién de aves silvestres y el contrabando de
productos avicolas que se da en nuestra region (Garcia-Garcia & Ramos, 2006).
Los virus de influenza presentan caracteristicas como alta capacidad para mutar,
diseminacién hacia diferentes taxones de mamiferos y una amplia variedad de
subtipos (Saito et al., 2018). La circulacién de virus de influenza representa un
riesgo para los ecosistemas por sus caracteristicas de patogenicidad y
mutabilidad.

La enfermedad de Newcastle es producida por un Paramixovirus que se
presenta generalmente como un sindrome respiratorio-nervioso (Cuello, Vega &
Noda, 2011). Esta enfermedad es endémica en Guatemala y se han encontrado
en diversas especies de aves como por ejemplo en Quiscalus mexicanus
(Escobar, 2011). Es considerada como muy perjudicial para las aves de traspatio
gue se crian de forma domeéstica (Alexander, 2000; Alexander, Bell & Anders,
2004). Las aves domésticas pueden actuar como reservorios de la enfermedad
de Newcastle para luego transmitirla hacia las aves silvestres, entre las cuales
algunas pueden ser migratorias (Gonzéalez-Reiche et al., 2012; Gomes et al.,
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2018). La principal importancia de la enfermedad de Newcastle es econémica
debido a que su control y vigilancia representan costos muy elevados para los
paises en los que se considera endémica (Hugo, Makinde, Kumar & Chibwana,
2017; McNamee el al., 1998).

Los mercados actian como las principales vias del comercio informal de
animales. Se trata de sitios de interés epidemioldgico pues en estos confluyen
factores detonantes para el aparecimiento de brotes (Guan et al., 2003). En estos
lugares se venden animales de diversos taxones, hay concentracién y circulacion
de personas, hay ventas de alimentos, suele haber roedores sinantrépicos y
ocasionalmente se ofrecen para la venta —de manera ilegal- aves migratorias.
Estas condiciones convierten a los mercados en caldos de cultivos que pueden
precipitar la ocurrencia de brotes epidémicos. El mercado El Guarda es el
principal centro de acopio de animales domeésticos y silvestres en la ciudad de
Guatemala. Dado que no hay control sanitario gubernamental en estos lugares
es posible que algunos de los especimenes que son vendidos sean portadores
de los patégenos que circulan en el pais.

Existen pocos estudios publicados en medios cientificos acerca de
zoonosis en las aves que se venden comunmente en los mercados de
Guatemala a pesar de la importancia epidemiolégica y econémica que reviste
este tema. En este estudio se explord la presencia de anticuerpos circulantes
contra Influenza A (H5N2), Newcastle y Salmonella sp. en diez especies de aves
domeésticas y silvestres comercializadas en el mercado El Guarda.

Métodos

Se estudiaron especimenes de diez especies de aves (Cairina moschata,
Anas platyrhynchos, Anser anser, Coturnix coturnix, Meleagris gallopavo, Gallus
gallus, Columba livia, Streptopelia decaocto, Columbina passerina, Zenaida
asiatica). Se obtuvo permiso de los vendedores para tomar muestras de al
menos cinco individuos de cada especie. Se tomaron en total 57 muestras
durante mayo de 2018, distribuidas de la siguiente forma:

Especie
Cairina moschata
Anas platyrhynchos
Anser anser
Coturnix coturnix
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Columba livia
Streptopelia decaocto
Columbina passerina
Zenaida asiatica
Total
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Se extrajo una muestra de sangre de medio centimetro cubico de la vena
ulnar. Para los analisis de Salmonella se coloco la muestra en tubos Vacutainer®
sin anticoagulante. Para los analisis de Influenza y Newcastle se instil6 cada
muestra de sangre en un trozo de papel filtro de 0.5 cm x 5¢cm (Villa Espinosa et
al., 2010).

La determinacion de anticuerpos contra Salmonella se realizé mediante la
prueba rapida en placa y siguiendo estandares internacionales (OIE, 2015). La
determinacién de la presencia de anticuerpos contra Influenza y Newcastle se
realiz6 mediante pruebas de Inhibicibn de Hemoaglutinacién siguiendo
estandares internacionales (OIE, 2015). Todas las muestras fueron procesadas
en el Laboratorio Regional de Referencia en Sanidad Animal (LARRSA).

Resultados

La evidencia de la circulacion de patdégenos en la muestra fue, en general,
baja. Unicamente se detectaron anticuerpos contra Newcastle en individuos de
Cairina moschata. No se encontré evidencia de la circulacion de Salmonella o
Influenza en ninguna de las especies de ave estudiadas (Cuadro 1).

Cuadro 1
Frecuencia de resultados de la busqueda de evidencia seroldgica por especie.
Influenzavirus A Newcastle Salmonella sp
Especie n
Positivos/Negativos Positivos/Negativos Positivos/Negativos.

Cairina moschata 5 0/5 4/1 0/5
Anas platyrhynchos 5 0/5 0/5 0/5
Anser anser 6 0/6 0/6 0/6
Zenaida asiatica 5 0/5 0/5 0/5
Coturnix coturnix 6 0/6 0/6 0/6
Meleagris gallopavo 5 0/5 0/5 0/5
Gallus gallus 8 0/8 0/8 0/8
Columba livia 6 0/6 0/6 0/6
Streptopelia decaocto 6 0/6 0/6 0/6
Columbina passerina 5 0/5 0/5 0/5
Total 57

En el cuadro 2, se muestra el detalle de los titulos de anticuerpos contra
Newcastle en los individuos de Cairina moschata.



Cuadro 2

Titulos de anticuerpos contra virus de Newcastle en cinco especimenes de
Cairina moschata.

No. De individuo Titulo de anticuerpos (Log?)

GO wWNPEF
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Al momento del muestreo, los animales presentaron un estado
aparentemente sano. Asumimos que las aves no estaban vacunadas contra
ninguna enfermedad. Los resultados de obtenidos demuestran que soélo cuatro
individuos de Cairina moschata tuvieron anticuerpos contra la Enfermedad de
Newcastle, por lo que los consideramos positivos. La seroprevalencia de
Newcastle en los individuos de Cairina moschata muestreados fue del 80%. Sin
embargo, el dato anterior sélo representa el 7% de seroprevalencia del nimero
total de los animales muestreados para esa enfermedad. Ningun individuo
presentd anticuerpos contra Influenza Aviar ni contra Salmonella sp.

Discusion

El hecho de que el nivel de anticuerpos circulantes haya sido tan bajo
puede interpretarse de varias formas: primero, porque los patdgenos
investigados no estan circulando ni en las poblaciones de donde proceden las
aves ni en el mercado mismo; segundo, porque tampoco se aplicaron
inmundégenos a las aves muestreadas; tercero, porque se sabe que por la alta
patogenicidad de estos agentes, en algunos casos las aves mueren antes de
presentar anticuerpos circulantes contra el patégeno (Altizer et al., 2006); cuarto,
porque si una especie de ave no es susceptible a un determinado patégeno, ésta
no producira anticuerpos especificos para dicho patégeno (Borysenko, &
Borysenko, 1982).

No es sorprendente el hecho de haber encontrado anticuerpos
Unicamente en patos. Algunos virus han coevolucionado con los patos (Slemons,
Johnson, Osborn & Hayes, 1974). Las aves acuaticas son consideras reservorios
de Influenza aviar de baja patogenicidad y también han estado implicadas en los
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brotes de alta patogenicidad (Ramey et al., 2014). Los anseriformes han sido
ligados a la transmision de virus como los de las enfermedades de Newcastle
(Sakai et al.,, 2007), encefalitis japonesa y encefalitis del Oeste del Nilo
(Kalaiyarasu, Mishra, Khetan, & Singh, 2016).

Las poblaciones de patos migratorios son de las mas numerosas que se
observan en Guatemala durante varios meses de la época seca (de Micheo,
2007). Especies como la cerceta de ala azul (Anas discors) y el pato golondrino
(Anas acuta) descienden a los cuerpos de agua en nuestro pais durante su ruta
migratoria (Fagan & Komar, 2016). En ambas especies de patos se ha
demostrado la circulacion de virus como el de influenza aviar (Slemons, Johnson,
Osborn, & Hayes, 1974). En investigaciones realizadas en nuestro pais hubo
mayor evidencia de circulacion de enfermedades en las comunidades de Los
Achiotes y el Caoba (Aquino-Sagastume et al., 2016; Aguilar-Miller et al., 2016).
gue en Uaxactun (Ruiz et al., 2016). Los patos son utilizados como centinelas
en muchos estudios debido a ser mas resistentes para enfrentar muchas
enfermedades a las que otras aves no pudieran sobrevivir (Boonyapisitsopa et
al. 2016).

Los brotes de influenza se han reportado cerca de comunidades que
poseen cuerpos de agua (Aguilar-Miller et al., 2016; Aquino-Sagastume et al.,
2016;). Esto podria deberse a que las aves migratorias, principalmente los
anseriformes, hacen escala en lugares que cuentan con fuentes de agua. La
permanencia de las aves migratorias en cuerpos de agua de las comunidades
nacionales favorece el contacto con la poblacion local de aves de corral, creando
asi las condiciones favorables para que pueda surgir un brote de cualquier
enfermedad infecciosa. Tenemos indicios de que los brotes de enfermedad (en
el campo llamados acidente, accidente o peste) ocurren al final de la época seca
(M. Cordoba, comunicacion personal, 15 diciembre de 2018). Por lo tanto, varias
de las aves muestreadas podrian ser nacidas post-brote.

La enfermedad de Newcastle se considera endémica en Guatemala
(Correa, 1963). Es una de las enfermedades con mayores implicaciones
econdmicas en el mundo (Mészaros, 1983). La enfermedad de Newcastle es uno
de los problemas més frecuentes para los productores de aves en nuestro pais.
La premisa acerca de esta enfermedad es que se distribuye para todo el pais
(Correa, 1963). Segun los datos que obtuvimos podemos refutar ese argumento
ya que solo lo encontramos en cuatro individuos de Cairina moschata. Los
resultados para la enfermedad de Newcastle son importantes porque significan
gue los patégenos no se distribuyen uniformemente para todos los individuos de
la poblacion estudiada ni para todas las especies estudiadas. Se sabe que
patdgenos como Newcastle pueden ser catastroficos para aves como avestruces

(Samberg, Hadash, Perelman, & Meroz 1989), pavorreales (Vijayarani,



Muthusamy, Tirumurugaan, Sakthivelan & Kumanan, 2010) y codornices (Lima,
Santin, Paulillo & Doretto Junior, 2004

La Influenza *es una enfermedad en la que se ha relacionado a los patos
como reservorios (Chen et al., 2004). En este estudio las dos especies de patos
no presentaron evidencia serolégica contra influenza aviar. Se sabe que en
nuestro pais ha sido reportada la circulacién de virus de influenza tipo A en aves
migratorias como la cerceta de ala azul (Anas discors) (Gonzalez-Reiche et al.,
2012; Gonzalez-Reiche et al., 2017). Los patos pueden ser animales a tomar en
cuenta como factor comparador en este tipo de estudios.

En este estudio tampoco encontramos anticuerpos circulantes contra
Salmonella. Las infecciones causadas por bacterias del genero Salmonella
pueden causar dafos irreparables en la fauna silvestre (Reed et al., 2003). Se
han reportado casos de mortalidad en animales silvestres que fueron producidos
por organismos del género Salmonella (Alley et al., 2007; Refsum et al., 2002).
A lo largo de la historia se ha difundido que la Salmonelosis esta asociada a los
reptiles sin agregar que existen casos en los que las aves son las que se
encuentran involucradas en los casos (Kruse, Kirkemo & Handeland, 2004). Las
aves silvestres se consideran potenciales diseminadores de zoonosis (Chomel
et,al 2007; Milldn et al., 2004). Existen reportes de mortalidad en aves
paseriformes que adquirieron la enfermedad al estar en contacto con granjas
tecnificadas, en las cuales adquirieron variedades de Salmonella resistentes a
antimicrobianos y que ademas tenian un alto potencial zoonético (Guenther et
al., 2011).

En nuestro medio, los campesinos no suelen tener la cultura de vacunar
los animales, lo cual significa que las poblaciones de animales son susceptibles
a ser afectados por cualquier enfermedad infecciosa. La mayoria de veces que
se encuentran evidencia de la circulacion de anticuerpos es porque existio una
exposicidbn a patdégenos que desencadenaron una respuesta inmune. Sin
embargo, el tamarfio de las muestras no permite inferencias sobre las frecuencias
de morbilidad tanto para el sitio de estudio cdémo para el sitio de procedencia de
los animales.

El mercado El Guarda es un sitio en el que se dan interacciones casi
Unicas. En el lugar se pueden observar mamiferos domésticos como perros y
gatos, aves silvestres y de corral, reptiles, roedores sinantropicos y peces,
ademas de una gran cantidad de personas que diariamente visitan el lugar para
realizar actividades comerciales y alimentacion. El sitio cumple con
caracteristicas perfectas para que cualquier patégeno que circule en el medio
pueda ser diseminado hacia distintas especies y lugares. Las caracteristicas que
presenta el mercado El Guarda son similares a las que se han descrito para el
mercado de la provincia de Guangdong en China, en el cual sabemos que se
iniciaron las pandemias del SARS (Guan et al., 2003; Li et al., 2005), la de
Influenza de Alta Patogenicidad (Chan, 2002; Chen et al., 2006) y la del
Coronavirus en Wuhan (Nishiura et al., 2020). El Guarda también podria contar
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adicionalmente con los agravantes de encontrarse cerca del Hospital Roosevelt
(uno de los dos hospitales nacionales mas grandes del pais) y de la parada mas
grande del transporte publico Transmetro. El Guarda cumple con caracteristicas
ideales para recibir y diseminar a cualquier agente de alta patogenicidad.

Los datos obtenidos en este estudio servirAn como primer paso para
disefiar estudios que permitan hacer investigaciones mas prolongadas con el fin
de tener lineas de investigacion mas prolificas. Seria muy valioso realizar
estudios para determinar la tasa de recambio de las especies de animales que
llegan al Mercado El Guarda. En el futuro seria interesante poder tomar muestras
de los fémites que se encuentran en el mercado El Guarda ya que no son
sometidos a medidas de limpieza al ser desocupados, sin importar que
posteriormente sean ocupados con animales incluso de distinto taxén. Durante
nuestro estudio tuvimos una percepcion importante para destacar y es que el
Mercado El Guarda es un lugar que cumple con las caracteristicas para que
cualquier microorganismo con potencial patbgeno emerja hacia su periferia como
ha ocurrido en brotes zoondticos en Asia.

Conclusion

La evidencia de circulacion de patégenos en las aves estudiadas es
escasa y de eso se sigue que la circulacion de patdgenos de donde provienen
estas aves también seria escasa, que hay algun tipo de selecciéon de animales
por parte de los vendedores del mercado o que algunas especies serian no
susceptibles a los patdgenos estudiados. La evidencia de circulacién del virus de
Newcastle s6lo se encontré en Cairina Moschata.
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