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2. Resumeny palabras claves

El andlisis de la prevalencia y parasitemia es fundamental para comprender la epidemiologia de las
enfermedades infecciosas. Factores como el tipo de habitat deben tenerse en cuenta ya que las
condiciones ecologicas y la transformacion del habitat pueden influir en la propagacion de este tipo
de enfermedades. En este estudio analizamos la prevalencia y el nivel de parasitemia por malaria
aviar en aves silvestres y de traspatio en un &rea de bosque seco, a traves del anélisis de frotis de
sangre y PCR. Encontramos una alta prevalencia de malaria aviar (38%), de los cuales 63% de los
casos fueron positivos para Plasmodium y 34% para Haemoproteus. No se encontraron casos de
Leucocytozoon. La mayoria de las aves infectadas (66%) presentaron un nivel moderado de
parasitemia. Ademas, no se observaron diferencias en la prevalencia entre los sitios rurales y
urbanos. Sin embargo, los datos indican una mayor probabilidad de infeccion en entornos rurales.
Esto podria estar asociado a la presencia de un mayor nimero de cuerpos de agua en ambientes mas
rurales que favorecen la reproduccién y mantenimiento de poblaciones de vectores transmisores de
esta enfermedad. Este trabajo sienta las bases para realizar estudios de malaria aviar en diferentes
grupos de aves silvestres y en aves de corral del pais. También abre la posibilidad de realizar
estudios similares con otras enfermedades transmitidas por vectores con potencial para infectar
animales domésticos y humanos mediante la técnica de PCR en la region Oriente de Guatemala.

Palabras clave: Enfermedades vectoriales, Plamodium, Haemoproteus, urbanizacion, paludismo,
bosque seco tropical

Abstract and keyword

Prevalence and parasitaemia analysis is essential to understand the epidemiology of infectious
diseases. Factors such as habitat type most be taking into account since ecological conditions and
habitat transformation can influence the spread of these type of diseases. In this survey we analyze
the prevalence and level of avian malaria parasitaemia in wild and backyard birds in a dry forest
area, through blood smears analyzing and PCR. We found a high avian malaria prevalence (38%), of
which 63% were positive for Plasmodium and 34% for Haemoproteus. No cases of Leucocytozoon
were found. The majority of infected birds (66%) presented a moderate level of parasitaemia.
Furthermore, no differences in prevalence were observed between rural and urban sites. However,
the data indicate a higher probability of infection in rural settings. This could be associated with the
presence of a greater number of water bodies in more rural environments that favor the reproduction
and maintenance of vector populations that transmit this disease. This work lays the groundwork for
the avian malaria surveys in different groups of wild and in poultryat in the country. It also opens the
possibility of carrying out similar studies with other vector-borne diseases with the potential to infect
domestic animals and humans using the PCR technique at the Eastern regién of Guatemala.

Keyword: Vector born diseases, Plamodium, Haemoproteus, urbanization, Guatemala, tropical dry
forest
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3. Introduccién

Los parasitos de la malaria aviar (Plasmodium, Haemoproteus y Leucocytozoon) pertenecen al grupo
de protozoarios del phylum Apicomplexa. Son parasitos cosmopolitas registrados en diversos grupos
de aves y en todo el mundo, excepto en la Antartida. Estos parésitos han contribuido al declive (e
incluso extincién local) de comunidades de aves insulares (Atkinson et al. 1995). Ademas, en el caso
de las aves de crianza, en algunas partes del mundo, se han registrado pérdidas de hasta del cien por
ciento de los individuos en granjas avicolas a causa de estos parasitos. Por lo tanto, un incremento de
estos parésitos sanguineos puede significar no sélo pérdidas de biodiversidad, sino también un
impacto negativo a gran escala en la actividad avicola.

En Centroamérica, son pocos los estudios de malaria en aves, la mayoria son bastante antiguos y
Unicamente exploran la presencia de estos parasitos en algunos grupos de aves (Sousa y Herman
1982; Valkiunas et al. 2004; Young, Garvin y Macdonald. 1993). Para Guatemala, los estudios son
alin mas escasos Yy no existe ninguno que evalle la prevalencia de esta enfermedad en poblaciones
silvestres. En relacion a esto, Fecchio et al. (2020) sefiala la necesidad de realizar mayor cantidad de
estudios esta enfermedad en regiones poco muestreadas (especialmente en los tropicos), ampliando
los estudios a diversos grupos de aves hospederas y tomando en cuenta varios géneros de parasitos
hemosporidios con el fin de conocer mejor la prevalencia, rango de hospederos y diversidad real de
parésitos sanguineos de este grupo (Fecchio et al. 2020; Rivero y Gandon 2018a).

En particular, el estudio de esta enfermedad en animales silvestres puede generar informacion
esencial para combatir enfermedades infecciosas emergentes debido a que los animales silvestres son
un componente esencial en la epidemiologia de la mayoria de estas enfermedades. El estudio de esta
enfermedad en este grupo de aves puede contribuir a investigar los determinantes ecoldgicos de su
dindmica de transmisién en condiciones naturales (Clark, Clegg, and Lima 2014). Su estudio
también es de especial interés en salud publica por el parentesco filogenético de estos parasitos con
los que infectan humanos (Gutiérrez-Lopez & Martinez-de la Puente, 2020), asi como por sus
impactos econdmicos via la infeccion de aves de traspatio y de crianza tecnificada, quienes
frecuentemente no estan adaptadas a la infeccion y mueren (Cornet y Sorci 2014).

Ademas, el estudio de esta enfermedad en ambientes perturbados también es esencial pues las
condiciones ecoldgicas (por ejemplo, la riqueza de hospederos y las condiciones ambientales como
el nivel de transformacion del habitat), pueden influir en la prevalencia y propagacion de
enfermedades transmitidas por vectores (Abella-Medrano et al. 2018).

En este trabajo analizamos la prevalencia y nivel de parasitemia de malaria aviar en aves silvestres y
de traspatio en ambientes urbanos y rurales en un area de bosque seco tropical de Zacapa,
Guatemala. La captura de los individuos silvestres se realizd empleando redes de niebla y las aves
domésticas se muestrearon en sus sitios de crianza. La identificacion de los parasitos se realiz6 a
través del anélisis al microscopio de frotes sanguineos y usando la técnica de PCR multiplex.

Con este trabajo se generaron los primeros datos a nivel nacional de prevalencia y grado de
parasitemia de malaria aviar en distintas especies de aves de traspatio y silvestres de la region del
oriente del pais. Ademas, se analiz6 cdmo la prevalencia de esta enfermedad puede variar entre areas
urbanas y rurales y entre temporadas (seca y lluviosa). Con esta investigacion se crearon las bases
para el estudio de esta enfermedad en distintos grupos de aves silvestres y se estandarizaron los

7



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccidn General de Investigacidon —DIGI-

métodos para detectar e identificar estos parasitos empleando muestras sanguineas. Con este trabajo
también se abre la posibilidad de realizar estudios similares con otras enfermedades transmitidas por
vectores con potencial para infectar animales domésticos y humanos empleando la técnica de PCR
en la region del oriente del pais.

4. Planteamiento del problema

La malaria aviar es una enfermedad causada por distintas especies de protozoarios sanguineos del
género Plasmodium, Haemoproteus y Leucocytozon (Valkitinas 2005). Esta enfermedad ataca a
numerosas especies de aves en todo el mundo e incluso estd llevando a la extincion a algunas
especies gque habitan en islas. Por ejemplo, Plasmodium relictum, y el mosquito vector que lo
transmite (Culex quinquefasciatus), causaron declives y extinciones entre la comunidad de aves de
Hawaii (Atkinson et al. 1995). En algunas partes del mundo se han registrado pérdidas totales de
aves de crianza en granjas avicolas a causa de la leucocitozoonosis (Santiago-Alarcén et al. 2012).
Por lo tanto, un incremento de malaria aviar puede significar no sélo pérdidas de biodiversidad sino
un impacto negativo a mediana y gran escala en la industria avicola (Santiago-Alarcon et al. 2012).

En Centroamérica, los estudios sobre malaria en aves son escasos. Los estudios realizados en la
region son antiguos y se enfocan Unicamente en explorar la presencia de estos parasitos en algunos
grupos de aves (Sousa and Herman 1982; Valkiiinas et al. 2004; Young et al. 1993). Sin embargo, a
partir de estos estudios se sabe que las infecciones méas comunes son por parasitos de los géneros
Plasmodium y Haemoproteus (Sousa and Herman 1982; Valkiunas et al. 2004; Wahl 2013; Young et
al. 1993) y en menor medida por Leucocytozoon (Valkitinas et al. 2004). Ademas, estos estudios
sugieren que algunos grupos de aves son mas susceptibles que otros y que la prevalencia de la
enfermedad puede variar entre distintas épocas del afio.

Para Guatemala, los estudios de esta enfermedad en aves son escasos y no existen trabajos que
evallen la prevalencia ni el nivel de carga parasitaria en poblaciones silvestres. Un estudio realizado
en 2019 determind la presencia de Plamodium y Haemoproteus en granjas avicolas y de traspatio en
Sanarate, El Progreso (Arocha-Lépez 2019). Otros dos estudios mas, uno en aves de traspatio
(Gallus gallus) (Quevedo-Salazar 2012) y otro en aves de una coleccion zooldgica (Orozoco-
Jauregui 2014) no encontraron presencia de los parasitos. Sin embargo, estos dos Gltimos muestran
deficiencias en los procesos de deteccion de la infeccién y no exploran factores ecoldgicos o
ambientales asociados a la presencia de los parasitos. Por ello, existe la necesidad de realizar
estudios adecuadamente estructurados, que consideren detalladamente la ecologia de esta
enfermedad en el pais, ampliando los estudios a diversos grupos de aves hospederas y tomando en
cuenta varios géneros de parasitos hemosporidios.

5. Delimitacion en tiempo y espacio
Delimitacion en tiempo
El estudio se realiz6 de febrero a diciembre del 2021; la fase de campo se llevo a cabo de marzo a
septiembre de 2021 y la fase de laboratorio de agosto a diciembre de 2021.
Delimitacion espacial
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El estudio se llevé a cabo en &reas urbanas y rurales del departamento de Zacapa, dentro de la
Region Semiarida del Valle del Motagua -RSVM-. Esta region esta ubicada en el este de Guatemala,
entre 300 a 900 msnm (Fig. 1). La temperatura media anual de esta &rea es de 26.9 ° C, y la
precipitacion anual promedio es de 815 mm. EI clima es tropical subhimedo, con una estacion seca
que dura de 5 a 7 meses, generalmente de noviembre a mayo (N4jera-Acevedo 2006). El area se
compone de un mosaico de parches de bosques secos tropicales alterados en una matriz de usos de la
tierra antropicos que incluyen cultivos (principalmente de meldn, sandia, limon, tabaco, mango y
okra), pastos, areas de pastoreo y asentamientos humanos.

6. Marco tedrico

Técnica de PCR. La técnica de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa o Polymerase Chain
Reaction) permite obtener millones de copias de un fragmento ADN a partir de una sola molécula
que pueda encontrarse en una muestra de extraccion de ADN. Esta técnica basa su efectividad en
simular los procesos de replicacion de una hebra molde de ADN en dos nuevas hebras. Aprovecha
las tareas que a nivel de la célula realizan una serie de proteinas entre otras funciones pueden:
identificar sitios de origen de la replicacidn del material genético, apertura y desenrollamiento de la
hélice de ADN, estabilizacion de la doble hebra durante el proceso, complementariedad de bases
durante la replicacion, reemplazo de cebadores por secuencias de ADN cortas, entre otras). En este
proceso es imprescindible la ADN polimerasa quién incorpora los nucleétidos complementarios a la
hebra madre durante la sintesis de la cadena de ADN nueva. Durante el proceso de PCR, la sintesis
de nuevas cadenas de ADN se lleva a cabo en un tubo de reaccidn, en el cual se agrega el ADN que
contiene los fragmentos que se van a amplificar; la ADN polimerasa; los iniciadores (fragmento de
ADN de 15-30 nucledtidos que flanquean la region a amplificar y que aportan el extremo 3’ libre
para que inicie la transcripcion); desoxinucleétidos (ANTPs); cloruro de magnesio (MgCI2) u otro
co-factor necesario para que trabaje la polimerasa y una solucion amortiguadora que mantenga el pH
apropiado para que se lleve a cabo la sintesis. Esta mezcla se somete a la accion de varios ciclos
repetidos de distintas temperaturas (ciclo de PCR) que sustituyen a la mayoria de las proteinas que
actuan en la replicacion que ocurre dentro de las células (Diaz y Renteria 2014).

El proceso de PCR inicia con la separacion de la doble hélice de ADN mediante el calentamiento de
la muestra a una temperatura entre 94 y 96 °C. Esta condicion de temperatura rompe los puentes de
hidrégeno que mantienen unidos a las bases nitrogenadas complementarias en una doble hélice de
ADN. Después de su separacion, la temperatura debe descender entre 40 y 60 °C. Esto ultimo,
permite que los iniciadores se alineen a sitios especificos complementarios de las cadenas sencillas
de la region que se va a amplificar. Después, la temperatura debe incrementar a 72 °C (aunque esto
puede variar ligeramente) lo que permite que la ADN polimerasa se une a los iniciadores y comienza
la replicacion. Con la accion de la DN polimeraza la nueva cadena empieza a sintetizarse en sentido
5’ a 3’. Los productos generados aumentan su concentracion de manera exponencial porque cada
nueva copia sirve de molde en los ciclos subsecuentes, dando origen a millones de copias del
fragmento de interés (Diaz y Renteria 2014).

Frotes e identificacion de parasitos hematosporidios. La sangre que se obtiene de un ave y que esta
en tubos microcapilares con heparina (anticoagulante) se utiliza para hacer frotis sanguineos. Para
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ello se coloca una gota de sangre sobre un portaobjetos, utilizando la orilla de otro portaobjeto (se
debe mantener un angulo de 45° con respecto al portaobjeto horizontal que tiene la gota de sangre)
se expande la gota sobre dicha orilla y se extiende sobre el portaobjeto para hacer el frotis. Cuando
el ambiente es seco las laminillas se pueden dejar secar solas. Una vez que los frotis sanguineos
estén secos, estos se colocan en metanol al 100% para fijar la muestra durante 3 a 4 minutos. Luego
se sacan y se dejan secar a temperatura ambiente. Para trabajar con hemosporidios los frotis se tifien
con Giemsa histoldgico. La identificacion de la identidad de los parasitos se realiza usando claves
taxondmicas especializadas y publicaciones donde se describen las especies de parasitos
identificadas recientemente (Santiago-Alarcon 2015).

Método de transectos de muestreo para estimar riqueza y densidad de aves. Este método es utilizado
a nivel mundial para monitorear tendencias poblacionales de vertebrados. Es facil de realizar y
proporciona informacion sobre las relaciones de las aves con su habitat, diversidad y abundancia de
especies, y los efectos de la gestion y el cambio ambiental en las poblaciones de aves en un periodo
de tiempo especifico. Ademas, tiene la ventaja de poder realizarse en un tiempo corto, generalmente
de un dia (Greene y Efford 2012). Durante el muestreo, se recorre un trayecto de aproximadamente 2
km de largo. Sobre este trayecto se marcan puntos de conteo separados uno del otro por 100 o 150
metros lineales. Cada punto de conteo tiene asignado un dato de georreferenciacion. Sobre cada
punto se registran durante 10 minutos todas las aves detectadas. Para cada individuo se registra la
especie y la distancia perpendicular exacta a la que se encontré de la marca del punto de conteo. La
observacion detallada de cada individuo se realiza utilizando binoculares y la distancia se estima
utilizando un Range Finder.

7. Estado del arte

Estudio de parasitos sanguineos causantes de malaria aviar en el Neotrépico

La mayor parte de los estudios sobre parasitos sanguineos que infectan aves han sido realizados en
zonas templadas de Norte América y Europa (Valkitinas 2005). Durante el siglo pasado, los estudios
en la region neotropical se realizaron de manera ocasional. Sin embargo, en la actualidad el nimero
de estudios sobre malaria en aves ha incrementado, particularmente en paises como Brasil (Braga et
al. 2011), Venezuela (Belo et al. 2012), y Colombia (Gonzélez et al. 2014). En estos estudios se han
empleado técnicas moleculares de PCR y microscopia para la deteccion de estos parasitos (Santiago-
alarcon 2015). No obstante, para el resto de paises neotropicales aln existe un importante vacio de
informacidn principalmente sobre estudios en aves silvestres (Braga et al. 2011; Sibley et al. 2001;
Santiago-Alarcon y Marzal 2020).

Estudios de malaria aviar en México y Centro América

En México, los estudios mas recientes reportan la presencia de paréasitos del género Haemoproteus
en palomas (familia Columbidae), Cenzontles nortefios (Mimus polyglottos) (Carlson et al. 2013) y
Tortolitas de Socorro (Columbina passerina socorrensis) (Carlson et al. 2011). También se han
registrado infecciones por Leucocytozoon y Trichomonas en otras especies de aves silvestres
(Carlson et al. 2011; Young et al. 1993). Para la region Centroamericana se han realizado algunos
estudios, principalmente en Panama, Belice y Costa Rica. No obstante, la mayoria son antiguos y
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unicamente exploran la presencia de distintas especies de parasitos de malaria en distintos grupos de
aves.

Para esta region las infecciones méas comunes son por Haemoproteus (con prevalencias hasta el 80%
en especies como Chlorospingus flavopectus) (Hernandez-Lara, Carbé-Ramirez y Santiago-Alarcon
2020) o con un 4,8-9% de los casos (Sousa and Herman 1982; Valkiunas et al. 2004; Young et al.
1993). Entre los estudios mas interesantes se encuentra el de Young et al. (1993) realizado en Costa
Rica, en el que el 51% de aves muestreadas (479 individuos de distintas especies) estaban infectadas
por al menos una especie de hematozoo. En este estudio, el parasito mas comun fue Haemoproteus
sp. El resto de los géneros fueron raros. La infeccion fue méas comuin en tucanes (Familia
Ramphastidae) y mosqueritos (Familia Tyrannidae), y poco frecuente en otros taxones. En las
especies residentes, las infecciones fueron méas comunes durante la época lluviosa, cuando mayor
numero de especies se reproducen. La intensidad de la infeccién en los individuos adultos infectados
fue baja (=12.5, + 3.7 células infectadas por 10,000).

Otro estudio realizado en Costa Rica, que examiné 354 aves de 141 especies del Area de
Conservacion de Guanacaste, 44 (12.4%) de los individuos estaban infectadas con paréasitos
sanguineos; 8% por microfilarias, 5% por Hemoproteus y el resto por Plasmodium y leucocitozoon
(Valkiunas et al. 2004). Finalmente, en un estudio mas reciente, se determind la presencia de
parasitos de malaria en Zopes Negros (Coragyps atratus) de Costa Rica, con una prevalencia de
Plasmodium de 46.2% y de 58.8% para microfilarias (Wahl, 2013).

En el caso de Guatemala, un estudio evalud la presencia de malaria en Gallinas (Gallus gallus)
criazadas de forma tecnificada en el Municipio La Gomera, en Escuintla mediante la técnica de
PCR. De las 82 muestras analizadas ninguna presentd los paréasitos. Al parecer, en este caso la falta
de deteccion de los parasitos estuvo relacionada con posibles deficiencias en el protocolo de
amplificacion del ADN del parésito y en la falta de efectividad de los marcadores moleculares que se
emplearon. En este caso, el autor recomend6 especial atencion a la dilucion de las muestras y pureza
del ADN para trabajar con una muestra de buena calidad y emplear un PCR anidado en lugar de uno
convencional (Quevedo-Salazar 2012).

Otro estudio, realizado por Ochoa-L6épez (2018) en aves criadas de forma tecnificada y en aves de
traspatio, encontrd una alta prevalencia de paréasitos, principalmente del género Plasmodium. En este
estudio, el 88% las aves tecnificadas y el 76% de las de traspatio presentaron la infeccion.
Unicamente un individuo de traspatio presento infeccion por Haemoproteus.

Por otro lado, en Guatemala no existen estudios que evallen la prevalencia de malaria en
poblaciones silvestres. Sin embargo, Orozco-Jauregui (2014) explord esta idea a partir de determinar
la presencia de Plasmodium sp. en frotes sanguineos de aves del Zooldgico Nacional La Aurora. En
este caso, de los 287 individuos analizados, ninguno presento la infeccion. Segun el autor, la
ausencia de registros de estos parasitos se debid probablemente a que las condiciones climaticas y de
altitud de la ciudad capital no son idéneas para que se complete tanto el ciclo de vida del vector
como del parasito. También indico que debido a que la fase de infeccién en que se encuentre el ave
influye en la cantidad de parasitos en sangre, si las aves muestreadas se encontraban en un estadio
avanzado de infeccidn las pruebas al parecer no detectaron la infeccion. Por ello, sefial6 la necesidad
de realizar pruebas complementarias como PCR para este tipo de diagnosticos.
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Infeccion por malaria en aves de traspatio y avicolas

En la industria avicola, la malaria aviar y la leucocitozoonosis es una causa comuan de carne de baja
calidad, baja produccidon de huevos y alta mortalidad. Los signos asociados con dichas enfermedades
en aves de traspatio incluyen una cresta palida, heces verdes, anorexia, temperatura corporal elevada
y anemia. Estos sintomas no se deben necesariamente a la infeccion de malaria y los signos clinicos
pueden variar y en fases graves pueden causar la muerte con una tasa de mortalidad superior al 80%.
Al parecer los pollos nativos son mas resistentes a la infeccion que los pollos comerciales. Sin
embargo, algunas gallinas adultas infectadas pueden desarrollar infecciones asintomaticas. En la
gallina doméstica se ha descrito la infeccion con dos tipos de Plasmodium, Plasmodium gallinaceum
restringido al viejo mundo, parasito de grandes dimensiones que posee esquizontes redondeados o
irregulares que dislocan el nucleo del eritrocito, y Plasmodium juxtanucleare que se ha reportado en
varios paises de América latina, Asia y Africa (Souza et al. 2000).

Grado de susceptibilidad de aves silvestres a la infeccion por parasitos de malaria

La mayoria de los parasitos de malaria tienen un amplio rango de especies de aves hospederas
(Beadell et al. 2006). Sin embargo, la susceptibilidad de las aves a los parasitos puede variar entre
especies y entre individuos de la misma especie. Por ejemplo, un estudio con Plasmodium relictum
mostr6 que hay marcadas diferencias en la susceptibilidad de cinco especies de paseriformes a este
parasito (Palinauskas et al. 2009). El Estornino (Sturnus vulgaris) fue completamente resistente y
unos pocos gorriones comunes (Passer domesticus) fueron susceptibles. Sin embargo, todos los
individuos de las especies Loxia curvirostra, Spinus spinus y Fringilla coelebs se infectaron
facilmente. Por el contrario, se ha reportado algunos linajes de Plasmodium que solo pueden infectar
a algunas especies de aves en Africa. En su estudio, Young et al. (1993) reporta mayor infeccion en
tucanes (Familia Ramphastidae) y mosqueritos (Familia Tyrannidae), e indica que las infecciones
fueron poco frecuentes en otros taxones. En las especies residentes, las infecciones fueron mas
comunes durante la época lluviosa, cuando mayor nimero de especies se reproducen. Las diferencias
de prevalencia y nivel de parasitemia entre especies se han relacionado con caracteristicas de historia
de vida de los hospederos como condiciones de exposicion o resistencia al parasito (Gonzales et al.
2014).

Efecto de la urbanizacion en el grado de infeccion por parasitos de malaria en aves

El impacto de la urbanizacion en la prevalencia y parasitemia de parasitos de malaria en aves
depende de diversos factores incluidos las caracteristicas del habitat, caracteristicas del entorno
urbano (por ejemplo: espacios verdes versus areas con altas densidades de carreteras y edificios
como se indica en varios estudios (Hernandez-Lara, Gonzalez-Garcia, y Santiago-Alarcon 2017),
rasgos de historia de vida de las aves, entre otros. Sin embargo, existen pocos estudios de infeccion
por malaria en aves en entornos modificados por el hombre, particularmente en ciudades (Santiago-
Alarcon et al. 2019), que permitan discernir patrones generales. Por ejemplo, la prevalencia de
paréasitos del género Plasmodium de Africa occidental fue mayor en los bosques perturbados en
comparacion con los no alterados, mientras que lo contrario fue cierto para los parasitos del género
Haemoproteus (Bonneaud et al. 2009).

Otros estudios sugieren que hay una menor prevalencia, pero mayor grado de parasitemia en
ciudades en comparacion con areas no urbanas. Ademas, los ensamblajes de parasitos en espacios
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verdes urbanos pueden ser tan diversos como los que se encuentran en areas no urbanas. Ademas, las
actividades antrdpicas (por ejemplo, practicas forestales, agricultura y ganaderia y modificacion de
la estructura del habitat) parecen afectar de manera diferente la probabilidad de infecciones por
hemosporidios para diferentes especies de aves, incluso cuando las especies de aves tienen rasgos
similares de historia de vida y estdn expuestos a los mismos factores ambientales (por ejemplo,
estructura de la vegetacion) (ej: Ayadi et al. 2018; Hernandez-Lara et al. 2017).

8. Objetivos

Objetivo general

Evaluar la prevalencia y parasitemia de malaria en aves de traspatio y silvestres en areas con
distintos usos del suelo en una region del oriente de Guatemala.

Objetivos especificos

* Determinar la prevalencia e intensidad de infeccion por malaria aviar en aves de traspatio y
silvestres del sitio de estudio.

» Comparar la prevalencia y parasitemia de malaria aviar en aves de traspatio y silvestres de areas
urbanas y rurales del sitio de estudio.

* Establecer si existe diferencia en la prevalencia y nivel de parasitemia de parasitos de malaria aviar
entre distintas especies de aves de traspatio y silvestres capturadas en el sitio de estudio.

 Determinar si existe una asociacion entre la riqueza de aves silvestres potenciales hospederas de
malaria aviar y la prevalencia y parasitemia de esta enfermedad en aves silvestres y de traspatio
en el sitio de estudio.

9. Hipotesis

La prevalencia de parasitos de malaria aviar en aves de traspatio y silvestres sera mayor en areas
rurales del sitio de estudio.

La parasitemia de malaria aviar en aves de traspatio y silvestres sera mayor en areas urbanas del sitio
de estudio.

La prevalencia de parasitos de malaria sera distinta entre distintas familias de especies silvestres
capturadas en el area de estudio.

La abundancia (pero no la riqueza) de especies de aves potenciales hospederos de malaria aviar sera
mayor en areas urbanas y esto estara asociado a un nivel mas alto de parasitemia.
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10 Materiales y métodos

10.1Enfoque de la investigacion
10.2 Método
Sitios de muestreo y colecta de aves silvestres

Las aves silvestres se colectaron empleando redes de niebla. Las redes se ubicaron en 15 localidades
distintas del departamento de Zacapa. La ubicacion y coordenadas de su ubicacion se pueden
consultar en la Figura 1 y el apéndice 1 de este informe. Para la toma de muestras se realiz6 un
premuestreo de cuatro dias el mes de abril de 2021 y tres muestreos largos (de cinco a seis dias cada
uno) los meses de junio, julio y octubre de 2021.

Tipo de Habitat
. ¥ Urbano P |E
Rural j 0 5 1 20 30 4w ||
. ‘

Figura 1. Mapa del sitio de estudio. Arriba: ubicacion de la Region Semiarida del Valle del Motagua
en Guatemala. Abajo: ubicacion de sitios de muestreo segun el tipo de hébitat visitado dentro de la
Region Semiérida del Valle del Motagua -RSVM- en Guatemala.
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Los sitios de muestreo se clasificaron como urbanos o rurales en base al criterio empleado por el
INE. Segun este criterio, un area rural es un lugar poblado que se reconocen oficialmente con la
categoria de aldeas, caserios, parajes, fincas, etc., de cada municipio. Incluye a la poblacién dispersa.
Por su parte, un area urbana es una ciudad, villa y pueblo (cabeceras departamentales y municipales),
asi como a aquellos otros lugares poblados que tienen la categoria de colonia o condominio y los
mayores de 2,000 habitantes, siempre que, en dichos lugares, el 51 por ciento 0 mas de los hogares
disponga de alumbrado con energia eléctrica y de agua por tuberia (chorro) dentro de sus locales de
habitacion (viviendas) (INE, 2019).

En cada sitio de estudios se ubicaron cinco redes de niebla (tres redes de 12 m y dos redes de cinco
m de largo). Las redes se abrieron por uno a dos dias en cada sitio, de 6:30 a 11:30 am. Cada sitio se
visito dos veces (uno durante la época seca y otro durante la época lluviosa).

Las aves capturadas se sexaron, pesaron y se les tomaron algunas medidas corporales (incluyendo el
largo de ala, largo de cola, largo y ancho de pico). Cuando fue posible se establecié su edad
(mediante la inspeccion del plumaje y/o nivel de osificacion craneal). Ademas, se establecio la
cantidad de grasa corporal acumulada usando el siguiente rango: 0: grasa corporal ausente, 1: leve
cantidad de grasa, 2: cantidad media de grasa con depdsitos visibles en los flancos, 3: grasa
abundante y 4: grasa excesiva en flancos y vientre.

Toma de muestras sanguineas

A cada individuo capturado se le extrajo una muestra de sangre. Inicialmente, segin su tamario, las
aves se clasificaron en: aves muy pequefias: de 1 a 20 g; aves pequefias: de 21 a 80 g; aves medianas:
de 81 a 200 g y aves grandes: de 201 a 500 g. A partir de su tamafio, se establecio el tipo de jeringa
que se emplearia para la extraccion de sangre: en aves muy pequefias se empleo jeringas de 3ml con
aguja calibre 23 X 17, en aves pequefias y medianas se utilizaron jeringas de 1ml con aguja calibre
27 X 13mm y en aves grandes se usaron jeringa de 3ml calibre 23X1”".

Para obtener las muestras, inicialmente, y con la ayuda de un compafiero de trabajo, se sujeté al ave
y después se extendio el ala derecha del animal sobre la mesa de trabajo. Después, a lo largo del ala
se ubicd la vena braquial. El area sobre y alrededor de la vena se limpié con alcohol en spray al 70%.
Empleando un hisopo de mediano tamafio, se hizo hemostasis sobre la vena. La hemostasis se
realiz6 aplicando presion en la base de la vena, en el area proximal al cuerpo del ave. Para extraer la
sangre, se punzd la vena braquial con la aguja y posteriormente se retrajo el émbolo hasta colectar un
minimo de 0.3 ml de sangre para aves pequefias (de aproximadamente 50 g) y 0.5 ml en aves de
mayor peso (mas de 50 g).

Para las aves muy pequefias se extrajo la cantidad que pudo obtenerse a través de la puncion
cardiaca. Al completar la cantidad de fluido deseado, se detenia la hemostasis y se realizaba presion
en el area de penetracion de la aguja con un algodén seco. Finalmente se retiraba la aguja. Cuando
fue necesario, se empled un polvo para detener sangrados y facilitar la coagulacion de la marca
MiracleCare. La sangre colectada en las jeringas se vacio en tubos tapon morado con EDTA (para
evitar la coagulacion de la sangre colectada), dejando que resbalara por las paredes del tubo. En
muestras de 0.3 ml o menos, se agregé al tubo tapén una gota adicional de EDTA y mediante
movimientos declinantes se homogenizo6 la muestra.
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Para la puncion cardiaca en aves de pequefio tamafio (como colibries) inicialmente se sujeté al ave
con la mano izquierda. Después se flexiono lateralmente su cabeza. Se introdujo la aguja pasando
por debajo de la clavicula, en direccion al plano medio del ave, siguiendo por debajo del esterndn en
linea con la quilla, y continuando hacia la region posterior del ave. La aguja se posiciono dentro del
corazodn en la final del primer tercio del ave. Cuando la aguja se encontraba en posicion se retrajo el
émbolo hasta extraer toda la sangre posible.

Durante las colectas, dos circunstancias hicieron necesario el sacrificio de algunos individuos.
Algunos de ellos se colectaron para ingresar su piel a la coleccion de pieles de aves del instituto de
investigaciones del CUNZAC (ver copia de permiso de colecta en el apéndice 2) y otras debido a su
bajo peso y pequefio tamafio. En el caso de estas Gltimas, la toma de muestras sanguineas solo era
posible mediante la extracciéon cardiaca de sangre, por lo que fue necesario realizar eutanasia
posterior a la toma de muestra.

El proceso de eutanasia lo realizé la medico veterinaria del equipo de investigacion y se realiz6 en
base al protocolo de eutanasia aprobado por el comité de bioética de Posgrado de la FMZ de la
USAC. Después de colectar la muestra sanguinea se sujeté al ave con la mano izquierda en posicion
ventrodorsal, se extendio y roté el cuello hacia su lateral izquierdo y se ingreso la aguja por debajo
de la clavicula siguiendo la quilla hasta llegar al corazon. Después de posicionada la aguja, se realizé
una pequefia retraccion del émbolo de la jeringa hasta observar contenido sanguineo para asegurar
que esta estuviera dentro de la cavidad cardiaca. Después se inyectaron 0.3 ml de pentobarbital
sodico dentro de ella. La dosis del quimico se estandariz6 para todos los tamafios de aves menores a
500 g.

Las aves colectadas se colocaron en bolsas ziploc rotuladas con fecha, lugar y nombre del sitio y se
almacenaron en una hielera especifica para este fin. Posteriormente, las aves colectadas se colocaron
en un congelador. Las aves colectadas se prepararan y se ingresaran a la coleccion de aves del museo
de ciencias del CUNZAC. El protocolo de colecta de sangre fue aprobado por el comité de bioética
de Posgrado (CBP) de la FMVZ de la USAC.

Elaboracion de frotes sanguineos

Después de la toma de las muestras sanguineas de cada individuo, se procedi6 a tomar una pequefia
cantidad de la sangre de la jeringa para realizar un frote sanguineo para cada individuo. Previo a la
toma de la muestra, sobre la mesa de trabajo se colocaron dos ldminas portaobjetos esmeriladas. Una
de las ldminas se ubico en posicion horizontal sobre la mesa, con el &rea esmerilada apuntando hacia
la mano izquierda del investigador. El otro portaobjetos se empled para correr la sangre. Se colocé
una gota pequefia de sangre en la base de la lamina (pegada a la zona esmerilada) e inmediatamente
después de colocar esta gota se extendio (con una retraccion previa leve) hacia el extremo contrario
de la lamina empleando para todo esto poca fuerza y precision. El area esmerilada de la lamina se
rotul6 escribiendo a lapiz el nimero de colecta del ave y su nombre cientifico. Tras dejar secar por
cinco minutos, con el uso de una pipeta plastica se agregd metanol absoluto sobre la muestra.
Después, se retird el exceso de metanol y se dejaron secar al aire libre. Cuando las muestras se
habian secado, se almacenaron en cajas para guardar ldminas y se llevaron al laboratorio.
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Toma de datos de diversidad de aves en sitios de estudio

En cada sitio de colecta se recorrio un trayecto de aproximadamente 1.5 km de largo. El trayecto se
recorrio empleando senderos o caminos ya existentes que recorrian cada lugar. Sobre cada trayecto
se marcaron ocho puntos de conteo separados uno del otro por 100 metros lineales. Cada punto de
conteo se georreferencid. En cada punto se registraron durante ocho minutos todas las aves
detectadas. La deteccion se realizo a través de la observacion directa de cada individuo o a traves de
la identificacion de su canto.

En cada punto se anot6 la siguiente informacién: fecha, hora, nimero de punto de conteo y
condiciones climaticas (nubosidad, dia despejado, ambiente templado o frio, entre otros). Para cada
individuo observado se registré la especie a la que pertenecia, sexo (cuando la morfologia de la
especie lo permite), la actividad que realizaba (ej: alimentandose, anidando, volando, cantando, entre
otros) y la distancia perpendicular exacta a la que se encontraba de la marca del punto de conteo. La
observacion directa se realizd6 empleando binoculares marca Bushnell 10 x 42. La distancia se
calculd utilizando un Range Finder marca Nikon, Aculon. En cada muestreo participaron dos
observadores.

Para identificar las especies en campo se emplearon guias de aves de la region incluyendo la Guia de
aves de México y Norte de Centro América (Howell y Webb, 1995) y la guia de aves de Norte
América de National Geographic Society (Dunn y Aldefer, 2017). Ademas, se empleé la guia digital
Merlin. En el caso de los cantos que no fueron reconocidos en campo, se grabaron y después se
compararon con cantos de la base Xenocanto (www.xeconcanto.com). Los muestreos se realizaron
el primer dia de los muestreos para toma de muestras sanguineas, generalmente de 7:30 a 10:30 am.

Tincion de frotis sanguineos

Los frotes sanguineos se tifieron en el laboratorio empleando la tincion Giemsa. Inicialmente se
prepard la solucion de tincién mezclando y homogenizando tres ml de solucién Giemsa madre
(marca Merk) y nueve ml de agua destilada. Después, sobre cada frote se agregd la tincién hasta
cubrir todo el frote. Esta se dejé actuar por 20 minutos. Posteriormente, las laminas se lavaron con
abundante agua que se dejé correr suavemente sobre las ldminas empleando una jeringa. Finalmente,
las laminas se dejaron secar al aire libre por 30 min y se almacenaron en cajas para guardar laminas.

Anélisis de frotis sanguineos al microscopio y calculo de parasitemia

El analisis al microscopio de las laminas tuvo como objetivo determinar la presencia de parasitos en
las muestras y en caso de ser positivas, calcular un indice de parasitemia para cada individuo.

Inicialmente, las muestras se evaluaron con el objetivo 40X. Si estas daban positivo para parasitos de
malaria aviar tras 30 minutos 0 menos de observacion, se contabilizaban en objetivo de inmersion
(100X) 10 campos seleccionados al azar en cada lamina. Estos campos en total contenian entre 1000
a 5,000 gldbulos rojos. En cada campo se contabilizo la cantidad de glébulos rojos parasitados y el
total de glébulos rojos por campo.

Los datos de nUmero de parasitos por campo por muestra se ingresaron en boletas de laboratorio en
las que se coloco el nimero de muestra (nimero de registro del individuo capturado), la especie a la
que pertenecia el ave, el nimero de campos observados, el nimero de globulos rojos contabilizados

17


http://www.xeconcanto.com/

Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccidn General de Investigacidon —DIGI-

por campo Yy el nimero de parasitos por campos. Ademas, se tomaron fotografias de los parasitos en

todas las laminas que resultaron positivas.

Protocolo de extraccion de ADN en las muestras colectadas.

Para estandarizar el protocolo de extraccion de ADN de las muestras sanguineas inicialmente se
realizaron pruebas de extraccion con doce muestras colectadas en campo. Para las pruebas, y para las
extracciones de ADN posteriores, se empleo el kit de extraccion 1B47202 Genomic DNA MiniKit
(Blood/Cultured Cell) de la marca IBI Scientific. Durante la estandarizacion se probaron con
muestras de 100, 75, 50 y 25 uL de sangre. Establecimos que la cantidad méxima de sangre que se
debia emplear para este proceso era de 25 uL, debido a que volumenes mayores obstruian las
columnas de filtracion obstaculizando el proceso. A continuacion, se describe el protocolo de

extraccion utilizado en el presente estudio:

Parte |

Despachar 25 pL de sangre en un tubo de 1.5 ml.
Afadir 150 pL de Buffer Lisis RBC.

Mezclar por inversion (NO usar vortex).

Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar a 3,000 xg por 5 min.

Remover el sobrenadante por completo.

Agregar 100 pL de RBC Lysis Buffer para re- suspender.

Parte 11

Agregar 200 pL de GB Buffer y mezclar vigorosamente
Incubar a 60 °C por 20 min. hasta que aclare.

Durante la incubacion invierta el tubo cada 3 min.
Afadir 5 pL de ARNasa (10 mg/ml).

Incubar por 5 min a temperatura ambiente.

Parte 11

Precalentar la elusion buffer a 60 °C (200 pL por muestra).

Afadir 200 pL de etanol absoluto al lisado mezclar vigorosamente por 10 seg.

Romper el precipitado en caso de formarse.

Transferir a una columna GD y centrifugar a 14-16000 gx por 5 min.

Descartar el filtrado y colocar la columna GD de nuevo.

Afadir 400 puL de W1 Buffer y centrifugar a 14-16000 gx por 40 seg.
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Descartar el flujo y colocar de nuevo en la columna.

Afadir 600 puL de Wash Buffer a la columna GD.

Centrifugar a 14-16000 xg por 40 seg y descartar el flujo.

Centrifugar por 3 min de 14-16000 gx para secar.

Parte IV Elucién

Transferir la columna a un tubo de 1.5 ml.

Afadir 50 pL de buffer de elusion precalentado (hasta llegar a 100 / 2 veces).
Dejar repodar por 3 min.

Centrifugar a 14-16000 gx por 30 seg.

Método de PCR

Para este estudio se realizo el PCR multiplex propuesto por Ciloglu et al (2019). La reaccién de PCR
se llevod a cabo en una concentracion final de 1X JumpStart™ Taq ReadyMix™, 0.4 uM de cada
primer y 50 ng de ADN. EI programa del termociclador consistié en: a) desnaturalizacion hotstart a
94°C por 2 min, b) 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 s, alineacién a 54.5°C a 30 s y
extension a 72°C a 2 min, c¢) extension final de 72°C por 5 min. Todas las tandas de PCR se
realizarbn acompariadas de un control negativo para verificar que las muestras no se hubieran
contaminado.

Verificacion de positivos/negativos

Se elaboraron geles de agarosa al 1.5% con gel GelRed™ (Biotium, Inc., Hayward, CA, EE. UU.).
Las muestras se corrieron a 110 volts y 90 mAmp durante 40 minutos. Posteriormente se trasladaron
al transiluminador en donde se verifico la presencia de bandas de amplificacion.

10.3 Procesamiento y analisis de la informacion

Se calcularon valores generales de prevalencia (usando los datos por deteccion mediante frotes sanguineos y
PCR). Ademas, se calcularon valores de prevalencia por grupos de aves (silvestres y de traspatio) y por tipo
de habitat.

Para calcular los valores de parasitemia (en las muestras positivas en frotes sanguineos) se dividié el namero
de glébulos rojos parasitados y total de glébulos rojos en 10 campos de observacion por ldmina (Alarcon y
Carb6-Ramirez, 2015), usando la siguiente formula: Parasitemia = total de gldbulos rojos infectados / total de
glébulos rojos contabilizados en 10 campos. Posteriormente, las muestras se asignaron a cuatro categorias (en
base al nimero de parasitos contados en relacion a la cantidad de glébulos rojos contabilizados): Bajo: “+” =
1 a 10 parésitos /10,000 glébulos rojos; Moderado: “++” = 11 a 100 parasitos/10,000 globulos rojos;
Moderado alto “+++” =1 a 10 parasitos/100 globulos rojos y Alto “++++" > 11 parasitos/100 globulos rojos.
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Para evaluar la asociacion entre la prevalencia y el tipo de habitat (rural y urbano) se empled la
prueba exacta de Fisher. Esta prueba es un método no paramétrico para comparar la proporcion de
categorias en dos grupos independientes diferentes (variables categodricas) en una tabla de
contingencia. Las variables categoricas deben medirse de forma dicotdbmica (en este caso:
prevalencia como positivo y negativo y hébitat como urbano y rural). A diferencia de una prueba de
chi-cuadrado, la prueba exacta de Fisher es una prueba exacta (devuelve un valor de p exacto) y se
puede aplicar en tamafios de muestra mas pequefios (<1000). Esta prueba es una alternativa a la
prueba de chi-cuadrado, especialmente cuando el conteo de frecuencia es < 5 para méas del 20% de
las celdas (como es el caso de este estudio). En la prueba exacta de Fisher, la probabilidad de obtener
resultados (frecuencias observadas) se calcula directamente a partir de la distribucion
hipergeométrica y no mediante el uso de estadisticas de prueba.

Para analizar la probabilidad de que un ave se contagie de malaria y tenga una carga parasitaria
menor 0 mayor en relacién al tipo de habitat y estacion del afio (seca o lluviosa) utilizamos modelos
lineales generalizados (GLM) con distribucion binomial para los datos de infeccion (positiva o
negativa) y de parasitemia (proporcién de glébulos rojos infectados del total contabilizado). Se
generaron modelos simples y con interaccién de las variables y se evaluaron los modelos utilizando
el valor de AIC de cada modelo (seleccionando el que tuviera un valor mas pequefio) y observando
los valores de RMSE de valores reales y valores predictivos del modelo. Las variables que no
presentaron efecto significativo y los modelos con menor AIC fueron descartados.

Para establecer el nivel de correlacion entre los valores de prevalencia y el nivel de parasitemia con
la riqueza y diversidad de aves potenciales hospederas en el sitio de estudio se usé calculo el valor
de correlacion de spearman y se graficaron los datos con intervalos de confianza del 95%.

Para determinar si existe diferencia entre los valores de parasitemia de las muestras obtenidas de
ambientes urbanos y rurales se empled la prueba de Kruskal-Wallis después de comprobar mediante
pruebas de Shapiro-Wilk (normalidad) y F-test (homocedasticidad) que los datos no tienen
normalidad.

Se generaron valores de diversidad de aves por habitat y por sitio de muestreo (indice de Shannon-
Wiener =H e indice de Simpson =S) de aves por sitio.

Para el andlisis de la asociacion entre el nivel de riqueza y diversidad de aves por sitio de estudio y el
grado de parasitemia de las aves muestreadas se empled una prueba de Kruskal-Wallis.

Todos los anlisis se realizaron en el software R v.3.0.2 (RDevelopment Core Team, 2012).
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10 Resultados y discusion

10.1Resultados

Diversidad de aves capturadas durante el estudio

Durante los muestreos con redes de niebla se capturaron 194 individuos pertenecientes a 33 especies
de aves. Estas especies estan distribuidas en ocho 6rdenes y 17 familias (Tabla 1). Esta riqueza de
aves corresponde al 4.3% de aves registradas para Guatemala (Eisermann y Avendafio 2018) y al
15% de las aves registradas para los bosques secos del pais (Universidad Rafael Landivar
(Guatemala). Instituto de Agricultura, Recursos Naturales y Ambiente IARNA/URL 2008).
Unicamente el ave gato gris (Dumetella carolinensis (Linnaeus, 1766) y el picogrueso pechirrosa
(Pheucticus ludovicianus (Linnaeus, 1766)) son especies migratorias en la region, las deméas son

residentes del lugar.

Tabla 1

Clasificacion taxonomica y nombre comun (para el area del oriente de Guatemala) de las aves
capturadas durante los muestreos realizados en este estudio

Orden, familia y especie

Nombre comun

ANSERIFORMES

Anatidae

Anas platyrhynchos (Linnaeus, 1758)
Dendrocygna autumnalis (Linnaeus, 1758)

CAPRIMULGIFORMES
Trochilidae
Amazilia rutila (Delattre, 1843)

COLUMBIFORMES

Columbidae

Columba livia (Gmelin, JF, 1789)
Columbina inca (Lesson, 1847)
Columbina passerina (Linnaeus, 1758)
Columbina talpacoti (Temminck, 1810)
Zenaida asiatica (Linnaeus, 1758)

Cuculidae
Crotophaga sulcirostris (Swainson, 1827)

Phasianidae
Gallus gallus (Linnaeus, 1758)

Phasianidae
Coturnix japonica (Temminck & Schlegel, 1849)

Cardinalidae

Azulén
Pijije

Colibri canelo

Paloma de campanario
Tortolita inca
Tortolito pico rojo
Tortolita colorada
Torcaza

Pijuy

Gallina

Codorniz japonesa
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Passerina caerulea (Linnaeus, 1758)
Passerina versicolor (Bonaparte, 1838)
Pheucticus chrysopeplus (Vigors, 1832)
Pheucticus ludovicianus (Linnaeus, 1766)

Icteridae
Icterus gularis (Wagler, 1829)
Icterus pustulatus (Wagler, 1829)

Mimidae
Dumetella carolinensis (Linnaeus, 1766)
Mimus gilvus (Vieillot, 1808)

Momotidae
Eumomota superciliosa (Sandbach, 1837)
Momotus mexicanus (Swainson, 1827)

Passerellidae
Peucaea ruficauda (Bonaparte, 1853)

Polioptilidae
Polioptila albiloris (Sclater & Salvin, 1860)

Tharaupidae
Sporophila morelleti (Bonaparte, 1850)

Troglodytidae
Campylorhynchus rufinucha (Lesson, 1838)

Turdidae
Turdus grayi (Bonaparte, 1838)

Tyrannidae

Myiarchus nuttingi (Ridgway, 1882)

Myiarchus tuberculifer (d'Orbigny & Lafresnaye, 1837)
Myiozetetes similis (von Spix, 1825)

Pitangus sulphuratus (Linnaeus, 1766)

Tyrannus melancholicus (Vieillot, 1819)

PICIFORMES
Picidae
Melanerpes aurifrons (Wagler, 1829)

STRIGIFORMES
Strigidae
Glaucidium brasilianum (Gmelin, JF, 1788)

Picogrueso azul
Colorin morado
Chorcha pico de loro
Picogrueso pechirrosa

Chorcha de altamira
Chorcha rayada

Ave gato gris
Cenzontle mexicano

Mot-mot
Momoto mexicano

Tatachico

Mishia

Semillerito de cuello blanco

Porosoco

Cenzontle upayero

Mosquerito de nuttingi
Mosquerito de copete negro
Mosquerito social

Chepio

Mosquerito melancolico

Cheje

Aurorita
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Prevalecia general

Empleando tanto la deteccion mediante frotes sanguineos como mediante PCR, un total de 180
muestras de sangre de 33 especies de aves fueron analizadas en busca de presencia de parésitos de
malaria aviar. De ellas, 68 muestras (38%) fueron positivas para malaria aviar; 43 (63%) albergaron
parasitos del género Plasmodium y 23 (34%) albergaron parasitos del género Haemoproteus. Del
total de muestras, dos presentaron doble infeccion por Plasmodium y Haemoproteus. Las infecciones
dobles se  encontraron  en una  chorcha de  altamira  (lcterus  gularis
(Wagler, 1829)) y en un turco (Eumomota superciliosa (Sandbach, 1837)). Ninguna muestra fue
positiva para parasitos del género Leucocytozoon.

En relacién a la prevalencia de malaria en gallinas, la prevalencia fue del 41% (12 individuos
positivos de 31 muestreados). En los casos positivos, 10 infecciones fueron a causa de Plasmodium y
2 por Haemoproteus.

Niveles generales de parasitemia

Para el estudio se obtuvieron 209 laminas de frotes sanguineos de los 194 individuos muestreados
(para algunos individuos se generaron mas de dos laminas con frote sanguineo). Del total de ldminas
generadas, 34 resultaron positivas para malaria aviar después de la inspeccién al microscopio. En
términos generales, poco méas de dos tercios de estas muestras (66%) fueron diagnosticadas con un
nivel moderado de parasitemia mientras que para las demas categorias no tuvieron mas del 1/3 del
total de muestras (Tabla 2).

Tabla 2

Valores numéricos de parasitemia, nivel categorico de parasitemia (baja, media o alta) (segun
Santiago-Alarcén y Carbo-Ramirez, 2015 y Ishtiaq et al. 2017) y género de hemosporidio
identificado en los individuos que resultaron positivos a malaria aviar durante el analisis de frotes
sanguineos a traves del microscopio en el presente estudio

Género de Nivel de - -
No. Familia Especie hemosporidios parasitem Nivel categorico de
detectado i parasitemia
1 Icterus pustulatus
Icteridae (Wagler, 1829) Haemoproteus 0.0015 Moderada
5 Icterus pustulatus
Icteridae (Wagler, 1829) Haemoproteus 0.158 Alta
3 Columbina inca
Columbidae  (Lesson, 1847) Haemoproteus 0.0030 Moderada
4 Turdidae Turdus grayi (Bonaparte, 1838) Haemoproteus 0.0020 Moderda
5 Columbina inca
Columbidae  (Lesson, 1847) Plasmodium 0.0030 Moderada
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32
33

Phasianidae
Mimidae

Icteridae
Columbidae
Columbidae
Columbidae
Trochilidae
Columbidae
Columbidae
Passerellidae
Columbidae
Columbidae
Cardinalidae

Tyrannidae
Turdidae

Columbidae
Columbidae
Columbidae
Columbidae
Columbidae
Cardinalidae
Columbidae

Columbidae
Turdidae

Icteridae
Columbidae

Columbidae
Picidae

Gallus gallus (Linnaeus, 1758)

Mimus gilvus (Vieillot, 1808)
Icterus gularis

(Wagler, 1829)

Columbina inca

(Lesson, 1847)

Columbina inca

(Lesson, 1847)

Columbina inca

(Lesson, 1847)

Amazilia rutila

(Delattre, 1843)

Columbina inca

(Lesson, 1847)

Columbina inca

(Lesson, 1847)

Peucaea ruficauda (Bonaparte,
1853)

Columbina inca

(Lesson, 1847)

Columbina inca

(Lesson, 1847)

Passerina versicolor (Bonaparte,
1838)

Tyrannus melancholicus (Vieillot,
1819)

Turdus grayi (Bonaparte, 1838)
Columbina passerina (Linnaeus,
1758)

Columbina passerina (Linnaeus,
1758)

Columbina passerina (Linnaeus,
1758)

Columbina passerina (Linnaeus,
1758)

Columbina passerina (Linnaeus,
1758)

Pheucticus chrysopeplus (Vigors,
1832)

Columbina inca

(Lesson, 1847)

Columbina inca

(Lesson, 1847)

Turdus grayi (Bonaparte, 1838)
Icterus pustulatus

(Wagler, 1829)

Columbina inca

(Lesson, 1847)

Columbina passerina (Linnaeus,
1758)

Melanerpes aurifrons (Wagler,

Haemoproteus
Haemoproteus

Plasmodium

Haemoproteus

Haemoproteus

Plasmodium

Haemoproteus
Haemoproteus

Haemoproteus

Plasmodium

Haemoproteus

Plasmodium

Plasmodium

Plasmodium
Plasmodium

Haemoproteus

Plasmodium

Plasmodium

Haemoproteus

Plasmodium

Haemoproteus

Plasmodium

Plasmodium

Haemoproteus
Haemoproteus

Haemoproteus

Plasmodium
Plasmodium

0.010
0.0060

0.0053

0.018

0.0026

0.0025

0.0008

0.0005

0.0016

0.0091

0.008

0.0017

0.0039

0.005
0.017

0.0012

0.010

0.0141

0.0035

0.0024

0.016

0.012

0.0029
0.0057

0.0046

0.0021

0.0008
0.065

Moderada
Moderada

Moderada
Moderada alta
Moderada
Moderada
Baja

Baja
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada

Moderada
Moderada alta

Moderada
Moderada alta
Moderada alta
Moderada
Moderada
Moderada alta

Moderada alta
Moderada

Moderada
Moderada

Moderada

Baja
Moderada alta
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1829)

Myiarchus tuberculifer
Tyrannidae  (d'Orbigny & Lafresnaye, 1837) Plasmodium 0.0044 Moderada

Los valores numéricos de parasitemia reportados para ambos géneros de hemosporidios fueron
similares, y Unicamente un individuo infectado con Haemoproteus y otro con Plasmodium mostraron
valores que discrepan de los del resto de muestras positivas para la presencia de estos parasitos
(Tabla 2 y Figura 2).

Haemoproteus Plasmodium

0.15-

<}
=)

Grado de parasitemia

o
o
@

) 5
0.00- . ¥ :

Aml ru Col.m Colpa Galga \c.lpu M\‘.g\ Ph‘ch Tu‘.gr Cd in Cc‘pa lc éu Mef au M)) tu F’a.‘ver Pe‘ ru Tu‘.gr Ty ﬁe
Especie de ave

Figura 2. Nivel de parasitemia segln la especie de ave muestreada y el género de hemosporidio

(Haemoproteus y Plasmodium) detectado en los frotes sanguineos elaborados para este estudio. El
nombre de las especies se encuentran abreviados de la siguiente manera: Ty.me= Tyrannus melancholicus, Tu.gr=
Turdus grayi, Ph.ch= Pheucticus chrysopeplus, Pe.ru= Peucaea ruficauda, Pa.ver= Passerina versicolor, My.tu=
Myiarchus tuberculifer, Mi.gi= Mimus gilvus , Mel.au= Melanerpes aurifrons, Ic.pu= Icterus pustulatus, Ic.gu= Icterus
gularis, Ga.ga= Gallus gallus, Co.pa= Columbina passerina, Co.in= Columbina inca y Am.ru= Amazilia rutila.

Prevalencia y nivel parasitemia de parasitemia de malaria aviar segun el tipo de habitat
Obtuvimos 92 muestras sanguineas en areas rurales y 86 en sitios urbanos. Considerando todos los

datos, la prevalencia fue ligeramente mayor para las areas rurales que para las urbanas (Fig. 3). Sin
embargo, no se encontré diferencias significativas de prevalencia entre habitats (p=0.8775).
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Rural Urbano

Megativa

Presencia de parésitos de malaria aviar

Positiva

Tipo de hdbitat
Figura 3. Gréafico de mosaico de Fisher para los datos de prevalencia de malaria aviar de aves

muestreadas segun el tipo de habitat (rural o urbano) en el que se obtuvieron las muestras.

Por otro lado, los resultados del GLM indican que las aves tienen una mayor probabilidad de
infeccion por malaria aviar en ambientes rurales en comparacion con los ambientes urbanos, aunque
este factor muestra ser pequefio (Tabla 3). Ademas, la estacion del afio (seca o lluviosa) no mostro
efecto sobre la probabilidad de infeccidén por malaria en las aves analizadas en este estudio.

Tabla 3

Resultado del modelo lineal generalizado (binomial) de la probabilidad de infeccién en relacion al
tipo de habitat donde se encuentran las aves del sitio de estudio. Se evaluaron las variables
explicativas habitat (rural o urbano) y estacion (seca y lluviosa), Unicamente habitat fue
significativa por lo que se retiré del modelo la variable estacion

Estimate SE Z value p
(Intercept) -0.44183 0.21362 -2.068 0.0386

Habitat Urbano -0.08142 0.30887 -0.264 0.7921

Adds ratio (Intercept)
habitatUrbano
0.6428571
0.9218107

Null deviance: 236.76 on 177 degrees of freedom
Residual deviance: 236.69 on 176 degrees of freedom
AIC: 240.69

Number of Fisher Scoring iterations: 4
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Tomando en cuenta tanto las aves silvestres como de traspatio, la proporcion de casos positivos para
Haemoproteus fue mayor en sitios rurales en comparacion con los urbanos (Fig. 4), y se encontrd
diferencia significativa entre ambos tipos de habitat (p= 0.0007368). Para el género Plasmodium, la
prevalencia de casos positivos fue mayor para areas urbanas, y se encontré mayor proporcion
estadisticamente significativa en este tipo de habitat (p=0.03567).

Habitat

Rural Urbana Rural Urbano

Megativa

Haemoproteus
Plasmodium

Positiva

Figura 4. Grafico de mosaico de Fisher para los datos de prevalencia de malaria aviar por género en
las aves muestreadas en dos distintos tipos de habitat (rural o urbano) para el estudio.

La proporcion de aves de corral (incluyendo las cautivas en jaula) y gallinas de traspatio positivas
para malaria entre tipos de habitat es similar, y no se encontré diferencias significativas entre ellas
(p=1). Al evaluar la prevalencia de malaria en gallinas de traspatio (Gallus gallus (Linnaeus, 1758))
se observo una proporcion un poco mayor de positivos en ambientes urbanos (Fig. 5). Sin embargo,
esta diferencia no fue significativa (p= 0.4725).
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Habitat

Negativa

Prevalencia de hemoesporidios en Gallus gallus

Prevalencia hemosporidios en aves de corra y casa

Postiva
Positiva

Figura 5. Gréfico de mosaico de Fisher para los datos de prevalencia de malaria aviar en aves de
corral (todas las aves cautivas y de corral) y gallinas de traspatio (solo de la especie Gallus gallus)
por tipo de hébitat (rural o urbano).

Nivel de parasitemia de malaria aviar en aves segun el tipo de habitat
Como se observa en la Figura 6, los valores promedio de parasitemia en los sitios urbanos tuvieron
un error menor en comparacion que en los sitios urbanos. Estos valores de parasitemia no se

diferenciaron significativamente segtn el tipo de habitat (Kruskal-Wallis Chi? = 0.24381, df =1, p =
0.6215).

0.04

02

Valores de parasitemia
Valores de parasitemia

0.00 000

Rural
Urbano
lluviosa
seca

Habitat evaluado Estacion del afio

Figura 6. Valor medio y barras de error para los valores de parasitemia de las aves evaluadas por
tipo de habitat (a) y por estacion del afio (b).

El modelo lineal generalizado tampoco sefialo efecto significativo del tipo de habitat en el nivel de

parasitemia para las aves del sitio de estudio (p= <0.05). Con relacion a la estacion del afio, los
valores de parasitemia mostraron mayor error en ambientes urbanos (Fig. 6). No obstante, tampoco
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se encontrd diferencia en el valor de parasitemia segln la época del afio (Kruskal-Wallis Chi? =
1.56325, df = 1, p = 0.2157).

Por su parte, el GLM indica un efecto, aunque leve, de la estacionalidad sobre la carga parasitaria y
revela que durante la estacion lluviosa el nivel de parasitemia es menor (Tabla 4).

Tabla 4

Resultado del modelo lineal generalizado (binomial) del nivel de parasitemia con relacién a la
estacion del afio. Se evaluaron las variables explicativas habitat (rural o urbano) y estacion (secay
lluviosa), tnicamente la estacion del afio fue significativa por lo que se retird del modelo final

Estimate SE t value p
(Intercept) -4.859 2.288 -2.124 0.0337 *
Estacion seca 1.327 3.226 0.411 0.6807

Null deviance: 0.91555 on 31 degrees of freedom
Residual deviance: 0.75586 on 30 degrees of freedom
AIC: 47903

Diversidad de aves silvestres potenciales hospederas de malaria aviar y niveles de prevalencia
y parasitemia en aves del sitio de estudio

Los datos indican un valor general de diversidad mayor para areas rurales (H=3.51) en comparacion
con las urbanas (H=3.39). Los indices muestran que la diversidad general es similar entre los sitios
de estudio. De estos, el valor méas alto de diversidad se registré para el ICTA y los valores méas bajos
para la Aldea Sinaneca (Tabla 5).

Tabla 5
Riqueza, valores de diversidad (H=Shannon y S=Simposon) y nivel de prevalencia de malaria aviar
segun el sitio de muestreo del area de estudio

N Sitio de muestreo Habitat Riqueza H S Prevalencia
para el sitio

1 Aldea Sinaneca rural 14 2.32 0.87 0.14

2 Barrio La Reforma urbano 17 2.52 0.89 0.5

3 El Guayabal rural 20 2.64 0.9 0

4 El Terrero urbano 16 2.34 0.87 0.57

5 Finca Adrian Salguero y familia urbano 20 2.67 0.90 1

6 Finca Brian Lépez rural 23 2.85 0.92 0

7 Finca Carlos Vargas urbano 27 2.90 0.92 0

8 Finca Emerio Portillo rural 23 2.88 0.93 0.14

9 Finca Jairo Trabanino rural 21 2.79 0.92 0.4

10 | Hacienda Don José, Colonia el Valle, Zacapa urbano 20 2.77 0.92 0
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11 | ICTA urbano 27 2.98 0.94 0.5
12 | Parque Regional Municipal El Castillo rural 19 243 0.88 0.5
13 | Parque Regional Municipal Nifio Dormido rural 21 2.84 0.93 0.33
14 | Reserva Natural Privada Heloderma rural 25 2.85 0.92 0.5
15 | SanPablo rural 21 2.86 0.93 0.5

La prevalencia de parasitos de malaria aviar (analizados juntos), se correlacion6 negativamente con
el nivel de riqueza y el indice de Shannon (Fig. 7), aunque ninguna de las correlaciones fue
estadisticamente significativa (p=0.3 y p=0.45). El hecho de que la prevalencia de los parasitos tenga
una correlacion negativa con la riqueza y diversidad de aves potenciales hospederas sugiere que en
este caso una mayor diversidad de especies hospedantes se asocia con prevalencias mas bajas en el
area de estudio.

1.00 R=-024,p=039 ) a) b)

100 R=-021,p=045

2
5
3

2
o
8

|
|

Prevalencia para malaria aviar
I

16 20 24 24 26 28 30
Riqueza de aves por sitio Valor de diversidad (H) por sitio

Figura 7. Graficas de correlacion de la riqueza (a) y la diversidad de aves (indice de Shannon=H) (b)
por sitio y la prevalencia de malaria aviar para cada sitio en el area de estudio.

Relacion parasitemia con riqueza diversidad

Los datos mostraron que el grado de parasitemia encontrado en las aves analizadas no esta
relacionada con la riqueza, diversidad (Fig. 8) o con la abundancia general (numero total de
registros de individuos por sitio y por muestreo) de las aves potenciales hospederas en el sitio de
estudio (Fig. 9).
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Figura 8. Grafica de correlacion entre la riqueza (a) y la diversidad de aves (indice de Shannon =H)
(b) por sitio de muestreo y el grado de parasitemia de malaria aviar en el area de estudio.
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Figura 9. Gréfica de correlacidn entre el niamero total de registros de las aves por sitio de muestreo y
el grado de parasitemia general de malaria aviar por sitio.

Prevalencia segun especie y familia de ave capturada para este estudio

En este estudio no fue posible hacer comparaciones de prevalencia de malaria aviar entre especies de
aves hospederas debido a que capturamos menos de diez individuos para la mayoria de ellas (se
obtuvieron diez 0 mas registros Unicamente para cuatro especies).

Para la mayoria de familias de aves para las que se obtuvieron registros, se capturaron menos de 10
individuos (Tabla 6). Los valores de prevalencia de malaria aviar en estas familias variaron de entre
0 hasta 44%. Unicamente para cuatro familias (Columbidae, Phasianidae, Turdidae y Tyrannidae), el
nimero de representantes superd los doce individuos. Para estas cuatro familias el nivel de
prevalencia fue en promedio del 35%.

Tabla 6
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Numero de individuos capturados, diagndstico para presencia de malaria aviar y valor de
prevalencia para las familias de aves capturadas en el presente estudio

Diagnostico de presencia de
parasitos de malaria aviar

Familia de aves Numero de Negativos Positivos Valor de
individuos prevalencia
capturados

Anatidae 5 4 1 20.0
Cardinalidae 7 2 5 71.4
Columbidae 56 31 25 44.6
Cuculidae 6 6 0 0.0
Icteridae 7 1 6 85.7
Mimidae 3 1 2 66.7
Momotidae 8 5 3 37.5
Passerellidae 4 3 1 25.0
Phasianidae 31 19 12 38.7
Phasianidae 1 1 0 0.0
Picidae 2 1 1 50.0
Polioptilidae 7 5 2 28.6
Strigidae 2 2 0 0.0
Tharaupidae 1 1 0 0.0
Trochilidae 2 1 1 50.0
Troglodytidae 6 5 1 16.7
Turdidae 13 8 5 38.5
Tyrannidae 17 14 3 17.6

De estas cuatro familias, la familia Columbidae y Phasianidae presentaron los valores mas altos de
prevalencia (Tabla 6 y Fig. 11). Sin embargo, no se encontrd diferencia significativa en los niveles
de prevalencia entre estas cuatro familias para el area de estudio (P = 0.2566).
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Prevalencia hemosporidios en aves de corray casa

Figura 10. Grafico de mosaico de Fisher para los datos de prevalencia de malaria aviar por familia
de aves capturadas durante el presente estudio.
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10.2 Discusion de resultados

Prevalencia general de infeccion por malaria aviar en aves silvestres y de traspatio

El analisis de la prevalencia de paréasitos es una medida fundamental requerida para comprender las
variaciones temporales y espaciales y la epidemiologia de las enfermedades infecciosas (Wood et al.,
2007). En el caso de la malaria aviar, la prevalencia en distintas comunidades de aves alrededor del
mundo es muy variable; desde valores del 12% (Valkiunas, 2004) en Costa Rica hasta del 79% en
Africa (Lutz et al. 2015).

En este estudio, la prevalencia fue relativamente alta con mas de un tercio (38%) de infectados con
al menos un género de paréasitos sanguineos causantes de malaria aviar. Este valor es comparable al
de otras comunidades de aves del continente como Nuevo México con un 34.9% de infecciones (de
186 muestras), California (con 39.8% de 399 aves) y 40% en Pichincha, Ecuador (con 180
individuos analizados) (Bahamonde-Vinueza, 2014). Ademaés, es similar también al encontrado en
otros estudios en la regién neotropical donde se usaron analisis moleculares para la deteccion de
estos parasitos (Belo et al. 2009; Santiago-Alarcén et al. 2010; Belo et al. 2011).

Por otro lado, este nivel de prevalencia es considerablemente menor al reportado en otros estudios en
bosques mas humedos de Sur América como en la amazonia peruana, con 60.1% de las aves
infectadas (de 281 muestras) (Galvez-Zagaceta et al, 2021). Ademas, la prevalencia que se encontrd
es similar a la reportada en otras areas aridas del continente. Por ejemplo, en su estudio, Belo et al.
(2012) encontraron una prevalencia general de 41% de las aves en una zona arida del norte de
Venezuela.

Los datos de prevalencia recabados en este estudio se suman a los obtenidos en algunas otras areas
aridos o semiéridas de la region Mesoamericana, que muestran que la infeccion por malaria en aves
silvestres y/o de corral no es necesariamente baja para este tipo de habitat como se habia sefialado
anteriormente (Tella et al. 1999, Valera et al. 2003).

Prevalencia por género de hemosporidio identificado

En este estudio, Plasmodium tuvo mayor prevalencia que Haemoproteus. Esta composicion es
similar a la reportada en otros estudios en América. Por ejemplo, Walter et al. (2016) encontro
mayor prevalencia de Plasmodium en comparacién con los otros dos géneros de hemosporidios
(Haemoproteus y Leucocytozoon) en una comunidad de paseriformes de California. Sin embargo,
otros estudios como el de Marroquin-Flores, (et al. 2017) o el de Bello et al. (2012) reportan mayor
prevalencia para Haemoproteus en comparacién con Plasmodium.

Mayor incidencia de infecciones por Plasmodium en comparacion con las infecciones por
Haemoproteus en esta zona semiarida podria deberse a la abundancia relativa de los vectores que
transmiten estos parésitos. En general, se sabe que distintas especies de mosquitos (Culicidae) de
diferentes géneros transmiten parasitos del género Plasmodium. Haemoproteus se transmite por
moscas piojo (Hippoboscidae). Las especies de Leucocytozoon se transmiten por moscas negras
(Simuliidae), pero Leucocytozoon (Akiba) caulleryi (la Gnica especie de este subgénero que infecta a
las aves) es transmitida por moscas ceratopogonidas (Santiago-Alarcén et al. 2012). La presencia y
abundancia de distintas especies de estos grupos de mosquitos podria tener implicaciones en la
prevalencia de cada uno de estos parasitos. Sin embargo, debido a que hasta el momento se
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desconoce la diversidad y abundancia de dipteros potenciales vectores de malaria aviar en las areas
semiaridas de Centro América poco se puede concluir sobre su papel en la prevalencia de estos
paréasitos.

Por otro lado, en este estudio no se detectaron infecciones por Leucocytozoon. Esto no sorprende
pues generalmente la prevalencia de este género en la region neotropical es baja (Valkitinas 2005;
Forrester y Greiner 2008). Niveles altos de prevalencia y diversidad de este género son comunes de
encontrar en la region Neartica (Greiner et al. 1975). No obstante, existen algunos estudios que han
reportado alta prevalencia de este género en el Neotropico principalmente en areas a mayor altitud.
Al parecer, existe una relacion entre este factor y la presencia del género. En su trabajo, Merino et al.
(2008) propusieron la latitud como uno de los factores que explican mejor la distribucidn de este
género en Sur América. Esto se ha relacionado con los insectos vectores que lo transmiten que tienen
mayor diversidad a partir de altitudes medias. Ademas, debido a que muchas especies de estos
insectos usan pequefios arroyos torrenciales para su reproduccion, su distribucion suele ser ain méas
restringida.

Para este estudio solo podemos especular que la falta de registros para este género se puede deber, en
parte, a la baja altitud a la que se encuentra el Valle del Motagua, la cual podria no favorecer la
presencia de los insectos vectores de este género. En relacion a esto, un estudio sobre prevalencia de
malaria en la Union Zacapa, en Sierra de las Minas, con sitios ubicados a 1,550 msnhm, tampoco
detect6 infecciones por Leucocytozoon (datos no publicados, Conv.Per. Dra. Rosa Alicia Jiménez).
Sera necesario, por lo tanto, realizar mayor nimero de estudios sobre prevalencia de esta enfermedad
en un gradiente altitudinal mas amplio (e.g. desde las tierras bajas del Valle del Motagua hasta sitios
a mayor altitud como Sierra de las Minas, Sierra de Chuacus o Montafias cernas como Las
Granadillas). Esto permitira entender mejor el papel de la altitud en la prevalencia de malaria aviar
en la region de oriente del pais.

Los resultados de este estudio también muestran un ndmero bajo de infecciones mixtas. Las
infecciones mixtas, o sea la presencia de dos o mas parasitos de malaria aviar en un mismo
individuo, suelen ser bajas en distintas areas de Ameérica. En su estudio, Marroquin-Flores, et al.
(2017) analizaron 186 muestras, y reportaron Unicamente dos infecciones mixtas compuestas por
Leucocytozoon con Plasmodium, doce de Leucocytozoon con Haemoproteus, dos de Haemoproteus
con Haemoproteus y una de Plasmodium con Plasmodium.

En relacion a la prevalencia de malaria en gallinas, encontramos una prevalencia alta, de 41%. Los
valores de prevalencia para este grupo de aves varian marcadamente dependiendo del area, incluso
pueden ser del 100% en algunas areas de América (Santos-Prezoto et al. 2004). La alta prevalencia
gue encontramos en este estudio coincide con lo encontrado en un estudio realizado en La Gomera,
Escuintla, en el que se reporto una prevalencia del 88% para las aves tecnificadas y 76% para aves
de traspatio. En este Gltimo estudio, la mayoria de infectados presentaron parasitos de Plasmodium y
Unicamente un individuo presento al género Haemoproteus (Arocha-Lopez, 2018). Esto es similar a
lo encontrado en el presente estudio, donde sélo el 17% de los infectados presentaron parasitos del
género Haemoproteus.

La alta prevalencia encontrada en las aves silvestres y de traspatio de la region de estudio es
interesante pues estos parasitos reducen la aptitud de sus huéspedes y pueden constituir una fuerte
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fuerza selectiva que opera dentro de las poblaciones naturales (Lefévre et al. 2008) de aves de
crianza. En el caso de las aves de corral, esto tiene ademas un impacto importante en la economia y
en la seguridad alimentaria, principalmente en las personas de comunidades rurales que
generalmente se encuentran en una situacién econémica mas precaria.

Valores de prevalencia de malaria aviar segun el método de andlisis de muestras

Varios estudios realizados en la region Neotropical donde se emplearon anélisis moleculares han
reportado una alta prevalencia de malaria aviar (Belo et al. 2009; Santiago-Alarcon et al. 2010; Bello
et al. 2012). Por el contrario, algunos estudios que Unicamente han examinado la presencia de estos
parasitos mediante un analisis de frotes de sangre han informado una baja prevalencia (de
aproximadamente 10%) (Greiner et al. 1975; Winchell, 1978; Bennett et al. 1991; Rodriguez y Mata,
2001). En su estudio, Rhim (2018) reporté un 10% mas de resultados positivos a Plasmodium y
Haemoproteus en aves silvestres utilizando PCR en comparacion con los frotis sanguineos evaluados
bajo el microscopio.

En este estudio, el nimero de infecciones positivas detectadas mediante PCR fue distinto al
reportado por analisis de microscopia, consistentes con estudios previos que han comparado los dos
métodos (Moens y Pérez-Tris., 2016; Valkiunas et al., 2018). Las diferencias en deteccion de
hemosporidios con estos dos métodos suelen ocurrir debido a dos razones principales. En primer
lugar, la PCR puede identificar una infeccion positiva con menos de un solo parasito por millén de
células huésped (Hellgren et al. 2004), infecciones poco probables de detectar en examenes
microscépicos estandar de 10,000 a 100,000 células (Atkinson et al., 2000). En segundo lugar, es
posible que las infecciones detectadas por PCR logren ser combatidas y que no se conviertan en
fases que se muevan por el torrente sanguineo de las aves (Valkiunas et al., 2013). Debido a lo
anterior, es necesario realizar mayor numero de estudios sobre la efectividad de deteccion de ambos
métodos. Estudios como el presente, no solo son Utiles para obtener méas informacion sobre las
comunidades de parasitos en ecosistemas tropicales del Neotrdpico si no que generan datos
comparativos entre métodos de analisis para evaluar poblaciones de parasitos sanguineos.

Por otra parte, el género Haemoproteus fue mucho diagnosticado con mayor facilidad, y generd
menor nimero de falsos negativos, en ld&minas en comparacion con Plasmodium. En el caso de este
altimo, varias muestras que fueron positivas en PCR fueron diagnosticadas como negativas en
lamina. Estas diferencias de deteccién pueden deberse a algunas diferencias morfoldgicas y de ciclo
reproductivo de ambos géneros. En el caso de Haemoproteus, el periodo prepatende dura en
promedio 11 dias, lo cual facilita su diagndstico pues es posible coincidir con mayor frecuencia con
estadios de segunda generacion de merontes y merozoitos maduros gue son en general mas faciles de
observar. Por el contrario, las especies del género Plasmodium, como Plasmodium lenticulum, tienen
un periodo prepatente de alrededor de 120 horas o menos. Esto ultimo, dificulta su diagnostico en
microscopia de frotes sanguineos (Dimitrov et al., 2015; Valkiufias, 2005).

Cuando el periodo prepatente de estos parasitos ha culminado, los gametocitos libres son mas
dificiles de observar en frotes sanguineos de muestras de sangre venosa. Por ello, el manual de la
Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2008) indica que los glébulos rojos con merozoitos
maduros y los gametocitos libres son mas pesados que los glébulos rojos sanos y por lo tanto es mas
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comun encontrarlos en sangre periférica, por lo que sugiere hacer comparacion con sangre periférica
para confirmar el diagndstico en frotes sanguineos.

Finalmente, Mukhin et al. (2016) sugieren que niveles bajos de parasitemia en individuos positivos
para malaria en estudios con captura con redes de niebla (como en el caso de este estudio), puede
deberse a un sesgo relacionado con este método de captura. Estos autores, y otros como Holmstad et
al. (2006), mostraron que niveles muy altos de parasitemia en aves silvestres reduce
considerablemente su capacidad de movilidad. Esto a su vez reduce la probabilidad de captura de
estos individuos en las redes. En este mismo estudio, que durd tres afios, predomind una carga de
parasitemia baja, y solo un individuo de 1,854 examinados mostr6é un grado alto de parasitemia. En
nuestro caso, en concordancia con este ultimo, solo un individuo presentd un grado alto de
parasitemia. Los autores sefialaron que las poblaciones de aves seguramente se ven afectadas por
malaria con mayor frecuencia y severidad en condiciones naturales y que seguramente los individuos
con cargas parasitarias mas altas mueren o nunca son registrados.

Niveles de parasitemia generales para las aves evaluadas

En términos generales, la mayoria de aves infectadas con algun parésito de malaria aviar en este
estudio (66% de ellos) presentaron un nivel moderado de parasitemia y una baja proporcién mostro
niveles moderados altos o altos. En este respecto, Dimitrov et al. (2015) indican que, muchas veces,
los protozoos parasitos sanguineos suelen mantener niveles intermedios y bajos de parasitemia en
sus hospederos debido principalmente a la resistencia del hospedero, lo que a su vez favorece la
sobrevivencia del protozoo en determinadas poblaciones y a traves del tiempo. Ademas, como sefiala
Valkitinas (2005), en poblaciones de aves silvestres infectadas principalmente con pardsitos como
Plasmodium spp., como es el caso para este estudio, la parasitemia leve (cronica) de infecciones
parece predominar en la mayoria de individuos.

En cuanto a las aves silvestres, la mayoria presentd un nivel de parasitemia de bajo a moderado.
Muchas de las aves muestreadas en este estudio, con niveles bajos 0 medios de parasitemia, son
considerados por algunos autores como hospedadores de hemosporidios en condiciones crénicas
(como la familia Columbidae y algunas familias del orden Passeriformes). Estos grupos de aves
silvestres favorecen la sobrevivencia del parasito en algunas poblaciones. Sin embargo, algunas de
estas especies si podrian ser vulnerables a los hemosporidios circulantes segun distintas condiciones
propias de los hospederos (Dadam et al., 2019; Dimitrov, 2015).

Algunas muestras de aves columbiformes y paseriformes de este estudio mostraron condiciones
infecciosas activas. Por ejemplo, algunos individuos mostraron merontes de segunda generacion en
sangre y otras como la chorcha barrada (Icterus pustulatus (Wagler, 1829)) tuvieron incluso un nivel
de parasitemia alto. En este ultimo individuo, el frote mostré estadios avanzados del parasito
(ookinetos libres). Las dos fases de desarrollo mencionadas anteriormente son estadios necesarios
para que ocurra la transmision de estos parasitos a los vectores, 1o que contribuye a completar el
ciclo de vida del parasito (Valkiufias, 2005). Estos resultados muestran que la enfermedad se
encuentra circulante de forma activa en la poblacion de aves silvestres del area de estudio.

Acerca de las aves de corral, de las 37 muestras analizadas (entre gallinas, patos y palomas), fue
posible determinar el grado de parasitemia Gnicamente para un individuo, una gallina. Aungue el
analisis de PCR indico la presencia de parasitos en trece de estas muestras, el analisis de los frotes al
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microscopio permitio detectar una sola de estas infecciones. Esto era de esperarse pues este método
en general posee una baja sensibilidad de deteccion de esta enfermedad, principalmente cuando el
nivel de parasitemia en la muestra es pequefio (entre 1 a 10 parasitos por microlitro) (Ishtiaq et al.,
2017). A pesar de esto, esta técnica es de las pocas que permite hacer una estimacion del grado de
infestacion por parasitos sanguineos en aves. Asimismo, permite estudiar detalles morfolégicos y
etapas parasitarias de estos animales. Los datos a mediano o largo plazo recabados por este método
también permiten comprender el comportamiento de la enfermedad a nivel poblacional (Manual de
OIE, 2008).

También es posible que el tiempo que se empled para analizar las muestras no fuera adecuado para
establecer infecciones en este grupo de aves. Alarcén y Carb6-Ramirez (2015) recomiendan hacer
una lectura de al menos 10,000 células roja con el fin de incrementar la probabilidad de deteccion de
los parasitos cuando el grado de parasitemia es bajo (nosotros empleamos 30 minutos para la
clasificacion de la muestra como positiva 0 negativa, al ser la primera, se realizaba conteo de
globulos rojos infectados y glébulos rojos en 10 campos oculares). Esto al parecer es particularmente
importante en el caso de G. gallus ya que algunos estudios indican que esta especie es altamente
resistente al proceso infeccioso por malaria y que por eso en otros estudios epidemiolégicos su
funcion como especie hospedadora ha sido la hipotesis mas considerada (lbrahim y Al-Rubaie,
2020).

Ademas, Alarcon y Carbo-Ramirez (2015) sugieren qué si fue necesario llegar a leer 10,000 células
rojas para considerar positiva a la muestra, esta debe considerarse con un nivel bajo de parasitemia.
Otra situaciéon importante es que el PCR indic6 que 12 de estas 13 muestras diagnosticadas en
lamina como “negativos”, presentan parasitacion por Plasmodium, particularmente dificil de
diagnosticar cuando se tiene poca experiencia microscopica como se discutié anteriormente. En
nuestro caso, es probable que los falsos negativos detectados en las laminas con frotes sanguineos se
presentaran en muestras con niveles bajos de parasitemia.

Prevalencia segun el tipo de habitat en las aves muestreadas

Aungue no son abundantes, exiten varios estudios que han evaluado la prevalencia de malaria aviar
en habitas naturales y mas urbanizados. Algunos de estos trabajos han registrado menor prevalencia
de esta enfermedad en zonas urbanas (Evans et al., 2009; Santiago-Alarcon et al., 2020), otros han
reportado mayor prevalencia en areas no urbanas (Belo et al., 2011; Hernandez-Lara et al., 2017;
Tinajero et al., 2019), y otros, no han encontrado diferencias de prevalencia entre estos tipos de
habitat (Bichet et al.,2014; Ferraguti et al., 2018; Jiménez-Pefiuela et al. 2019).

Curiosamente, en nuestro estudio no encontramos diferencias de prevalencia entre sitios rurales y
urbanos por lo que la hipétesis inicial de diferencias de prevalencia entre habitats no se sustenta. Sin
embargo, los modelos predictivos indican que las aves tienen una mayor probabilidad de infeccién
por malaria aviar, aunque el efecto es leve, en ambientes rurales en comparacion con ambientes
urbanos. Esto es algo que se ha observado en otros estudios donde el riesgo de infeccion se reduce
en ambientes urbanos y aumenta en los rurales. Por ejemplo, en su estudio, Evans et al. (2009)
registré menor riesgo de infeccion para poblaciones del ave negra de Eurasia (Turdus merula
Linnaeus, 1758) en distintas ciudades de Europa a diferencia de sitios mas rurales muestreados en
los alrededores. Sin embargo, observo un incremento de prevalencia solo en tres ciudades, todas
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ellas con grandes rios u otros cuerpos de agua abiertos. Esto se asocié con el hecho de que estos
cuerpos de agua proporcionan areas ideales para la reproduccion y mantenimiento de poblaciones de
los vectores transmisores de los parasitos que causan la enfermedad.

Esto ultimo podria explicar la mayor probabilidad de infeccidn en areas rurales en este estudio, ya
que la mayoria de ellas, a diferencia de las urbanas, estan cercanos a distintos cuerpos de agua, entre
quebradas, rios 0 nacimientos de aguas termales (e.g. las Fincas Emerio Portillo y Finca Carlos
Vargas estdn cercanos al Rio Motagua y afluentes de este rio; los Parques Nifio Dormido y
Heloderma tienen dentro cuerpos de agua grandes, la aldea Sinaneca se encuentra cerca de una
quebrada, entre otros). En este respecto, serd necesario estudiar la abundancia de mosquitos y otros
potenciales vectores de malaria en ambientes urbanas y rurales y relacionarlos con aspectos como la
disponibilidad de cuerpos de agua para la reproduccion de los vectores. Esto Gltimo contribuird a
entender mejor el papel de estos factores en la prevalencia de esta enfermedad en aves silvestres y de
crianza.

Cabe resaltar también que en este estudio se encontraran diferencias de prevalencia por tipo de
habitat segun el género de hemosporidio. Haemoproteus mostré mayor prevalencia en areas rurales y
Plasmodium en areas urbanas. Estos resultados pueden explicarse de nuevo ser explicados por
diferencias de abundancia sus vectores (en particular de mosquitos y moscas negras) en respuesta a
las caracteristicas de cada ambiente. También se puede relacionar con la composicién de la
comunidad de aves en cada tipo de habitat, pues esto puede influir en la cantidad de hospederos que
los paréasitos pueden tener y que los vectores pueden picar (Ferraguti et al., 2018; Ricklefs et al,
2004, Jiménez-Pefiuela et al. 2019).

Con relacion a esto ultimo, se sabe que las comunidades de aves en areas urbanas suelen ser mas
generalistas y menos diversas y las de ambientes rurales suelen ser mas heterogenia y menos
simplificadas. En consecuencia, debido a que el nimero de especies en ambientes urbanos puede
reducirse en comparacion con sitios mas naturales o semiurbanos, la urbanizacion puede no solo
afectar la prevalencia de parasitos sino también resultar en una menor riqueza de parasitos
sanguineos (Herndndez-Lara et al., 2020). En nuestro caso, obtuvimos un valor de diversidad de aves
mas alto para areas rurales en comparacion con las urbanas. Esto por lo tanto podria influir la
prevalencia de los parasitos debido a una posible influencia de la disponibilidad de hospederos para
los vectores.

Ademas de las diferencias de distribucién de los vectores o la disponibilidad de hospederos para
estos vectores, algunas caracteristicas intrinsecas de los hospederos pueden incidir en la prevalencia
y nivel de parasitemia de hemosporidios de cierto género en distintas poblaciones de aves. Por
ejemplo, algunas especies pueden ser mas susceptibles fisioldgicamente a las infecciones (Yorinks y
Atkinson 2000), otras pueden tener distintas tasas de mortalidad por hemosporidios o presentar
distintos niveles de sociabilidad (intra o interespecifica). Incluso el tipo de nido que empleen durante
la reproduccién puede afectar la prevalencia de estos parasitos (Merino et al. 2000)

En este estudio, la proporcién de aves de corral (incluyendo las cautivas en jaula) y gallinas de
traspatio positivas para malaria fue similar entre tipos de habitat. Ademas, la prevalencia de malaria
Gnicamente en gallinas de traspatio no difirié entre los ambientes urbanos y rurales. Estos resultados
concuerdan con los encontrados en otras dos areas de bosque seco estacional de Ameérica, una en
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Puerto Rico y otra en Venezuela, donde la prevalencia de malaria no varié significativamente segun
la estacion (Fallon et al. 2004; Bel et al., 2012). Esto se debe probablemente a que las diferencias
estacionales en la prevalencia de hemoparésitos ocurren con mas frecuencia en regiones templadas
(Weatherhead y Bennett, 1992; Hatchwell et al.2000), donde la estacionalidad climéatica es mas
pronunciada, cuando la transmision de los parasitos ocurre Unicamente en los meses mas calidos del
afio (Atkinson, 1988).

Estudios como los realizados por Jiménez-Pefiuela et al. (2021) donde se evalud la prevalencia en
funcion de distintos tipos de habitat y a través del tiempo, sugieren que la prevalencia estd muy
ligada a los patrones de infeccién de cada género de parasito, probablemente relacionados con la
composicién y densidad de la comunidad de vectores que los transmiten. Los requisitos ambientales
reproductivos especificos de los diferentes grupos de vectores implicados en la transmision de cada
parasito pueden variar en funcién de cambios en las condiciones climéticas segun el afio y las
caracteristicas del paisaje. Debido a esto, es evidente que los estudios longitudinales sobre patrones
de infeccion por malaria aviar en diferentes habitats son fundamentales para identificar su variacion
a través del tiempo y el espacio. Esto es de especial interés en areas modificadas por el hombre, ya
que las actividades humanas pueden influir, directa o indirectamente, en la composicion de las
comunidades de vectores y huéspedes, asi como en la salud de las aves (Jiménez-Pefiuela et al.
2021).

Nivel de parasitemia en las aves estudiadas segun el tipo de habitat

Para este estudio, hipotetizamos niveles mas alto de parasitemia en las aves de areas urbanas. Sin
embargo, los datos no apoyan esta hipétesis e indican que el grado de parasitemia para ambos
habitats es similar. La mayoria de individuos analizados presentaron valores de parasitemia de bajos
a moderados independientemente del tipo de habitat. Estos datos sugieren que los hospederos de esta
enfermedad en el lugar podrian encontrarse en etapas iniciales de la infeccion o que el parasito esta
generando infecciones cronicas en ellos (Lacorte et al. 2013).

A pesar de no encontrar diferencia segun el tipo de habitat evaluado, en el sector urbano fue posible
observar algunos individuos con grados de parasitemia moderados altos a altos; lo que indica que la
enfermedad esté en circulacion activa en estas areas. Martinez-De la Puente y Ferraguti (2020) en su
estudio epidemiolégico sobre la ecologia de la transmision de malaria aviar suponen la presencia de
infecciones con parasitemia alta en ciertos individuos de una poblacion favorece la transmision de
estos parasitos a otros individuos de su misma poblacion; siempre y cuando los vectores estén
presentes y las condiciones ambientales sean favorables. Ademas, indica que cuando los individuos
tienen niveles altos de parasitemia la mortalidad por hemosporidios en esos individuos es mas alta.
Esto muestra que las areas urbanas podrian propiciar mayor contagio y mortalidad para las aves de la
region.

Prevalencia y parasitemia segun la estacionalidad

Un factor que puede tener injerencia en la prevalencia y nivel de prevalencia de enfermedades
transmitidas por insectos vectores es la estacionalidad. La variacion anual de la temperatura y las
precipitaciones pueden provocar variacion estacional de la abundancia de mosquitos, esto a su vez
puede afectar los patrones estacionales de incidencia de esta enfermedad (Hay et al. 2002). Sin
embargo, el efecto de la temperatura y los vectores como factores explicativos de los patrones
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estacionales de prevalencia de los parasitos causantes de malaria en aves ha sido poco estudiado
(LaPointe et al. 2005; Okanga et al. 2013). En este estudio, los datos indican que el nivel de
parasitaria es mayor durante la época seca en el lugar. La explicacion para esto no es aparente ya
que generalmente durante la época lluviosa la abundancia de mosquitos transmisores suele ser
mayor.

Prevalencia segun especie y grupo de ave

En este estudio no fue posible hacer comparaciones de prevalencia de malaria aviar entre distintas
especies de aves hospederas debido a que se capturamos menos de diez individuos para la mayoria
de especies. Sin embargo, si pudimos analizar la prevalencia para cuatro familias para las cuales
capturamos mas de diez individuos (Columbidae, Phasianidae, Turdidae y Tirannidae). De estas,
Columbidae y Phasianidae presentaron los valores mas altos de prevalencia, pero los datos no
mostraron diferencias significativas de prevalencia de malaria entre ellas. Estos datos por lo tanto
refutan nuestra hipotesis de diferencia entre familias de aves, aunque se limitan solo a las familias
analizadas. En el caso particular de la familia Columbidae (familias de las palomas), la prevalencia
de malaria fue alta (45% de 56). Para este grupo, algunos autores concluyen que son aves muy
resistentes a diversas infecciones y que puede hospedar de una gran variedad de agentes parasitarios,
entre ellos los hemosporidios (Nourani et al. 2019).

Efecto de la riqueza y densidad de hospederos en la prevalencia y parasitemia de malaria aviar

La estructura y la composicion de la comunidad de huéspedes también pueden afectar la dinamica de
los parasitos que se encuentran en un area en particular. Varios estudios indican un efecto positivo
de la riqueza (el namero de especies diferentes en un area) y abundancia (nimero de individuos por
especie) de huéspedes en la prevalencia de paréasitos (Ferraguti et al. 2018). En el caso de la malaria
aviar por Plasmodium, algunos estudios han mostrado que la prevalencia y nivel de parasitemia de
este parasito aumenta con la densidad (Ortego et al. 2008) y la abundancia de huéspedes susceptibles
(Robalinho Lima y Bensch 2014). Esto se debe posiblemente a que este género tiene linajes
generalistas y de amplia distribucion, que pueden infectar especies de aves de diferentes familias. En
este estudio, no encontramos relacion entre la abundancia general de aves por sitio de muestreo y el
nivel de parasitemia de las aves capturadas en estas areas. Estos datos por lo tanto no apoyan la
hipotesis planteada para este estudio que sefialaba influencia de este factor sobre el nivel de
parasitemia en las aves del lugar.
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12 Apéndices

Apéndice 1. Nombre de la localidad, coordenadas de ubicacion y descripcion del tipo de area (urbana, semiurbana o rural) que se
visitaron durante los muestreos en campo del presente proyecto.

Coordenadas geograficas

Tipo de

N Municipio Nombre del sitio N W habitat
1 Cabanas Parque Regional Municipal Nifio Dormido N14.90542° W-089.81735° rural
2 Cabafias Reserva Natural Privada Heloderma N14.86298° W-089.78248° rural
3 Estanzuela El Guayabal N15.00401° W-089.63223° rural
4 Estanzuela Finca Emerio Portillo N15.01711° W-089.60807 rural

Terrenos agricolas del Instituto de Ciencia y Tecnologia

5 Estanzuela Agricolas -ICTA- N14.96043° W-089.58813° Urbano
6 Rio Hondo Parque Regional Municipal El Castillo N15.04235° W-089.60950° rural
7 San Jorge Sinaneca N14.88060° W-089.57786 rural

8 Zacapa Barrio La Reforma N14.97087° W-089.53638° Urbano

9 Zacapa El Terrero N1500072° W-089.49904° Urbano

10 Zacapa Finca Carlos Vargas N14.99425° W-089.54660° Urbano
11 Zacapa Finca Brian Lépez N14.97830° W-089.51612° rural

12 Zacapa Finca Adrian Salguero y familia N14.95724° W-089.56281° Urbano

13 Zacapa Hacienda Don José, Colonia el Valle, Zacapa N14.97717° W-089.54603° Urbano
14 San Juan Finca Jairo Trabanino N14.93226° W-089.62605° rural
15 San Pablo San Pablo N15.02950° W-089.52666° rural
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Apéndice 2. Licencia de colecta emitida por el CONAP para la colecta de especimenes de este estudio y dictamen de aprobacion
del protocolo de extraccion de muestras sanguineas y de sacrificio de las aves muestreadas.
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Apéndice 3. Secuencias y tamafios de amplificacion de los cebadores disefiados para realizar el PCR Multiplex propuesto por

Ciloglu et al. 2019.

Parasite genus

Primer name

Primer sequence (5’ to 3")

Product size (bp)

Multiplex PCR primers

qPCR primers

Plasmodium
Haemaproteus
Leucocytozoon
Plasmodium
Haemaoproteus

Leucocytozoon

PMF
PMR
HMF
HMR
LMF
LMR
PQF
PQR
HQF
HQR
LQF
LQR

CCTCACGAGTCGATCAGG
GGAAACCGGCGCTAC
ATTGGATGTCAATTACCACAATC
GGGAAGTTTATCCAGGAAGTT
TGGAACAATAATTGSATTATTTACAYT
AACATATCATATTCCATCCATTTAGATTA
CATGGATTTGTGGTGGATATCTTG
TATCRAGACTTAAWAGATTTGGATAGAAG
GGATTTGTGGWGGATATAY TATWAGTGAT
ATCTARACATAATAGACTTGGATARAAA
GGWCAAATGAGTTTYTGGGGA
CCTAAAGGATTAGTGCTACCWTGAAT

377-379

525-533

218

198

(2]
—
(2]

Tomado de: Ciloglu et al. 20109.
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Apeéndice 4. Fotografias de colocacion de redes de niebla para captura de aves silvestres en los sitos de muestreo.
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Apéndice 5. Fotografias que muestran el trabajo de extraccion de las aves capturadas en las redes de niebla.

56



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccidn General de Investigacion —DIGI-

57



Informe final proyecto de investigacion 2021 \

Direccidn General de Investigacion —DIGI-

Apéndice 7. Fotografias de algunas de las especies de aves capturadas durante los muestreos en campo.
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Apéndice 8. Fotografias que muestran el trabajo de toma de peso y datos morfoldgicos (e.g. peso, largo de alas y cola, largo de
pico, entre otros) de las aves muestreadas.
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Apéndice 10. Colecta de datos de riqueza y abundancias de aves empleando el método puntos de conteo en los sitios de estudio.
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Apéndice 11. Fotografias de trabajo de laboratorio. Se observa parte del proceso de tincién de laminas con frotes sanguineos y andlisis al microscopio de las
laminas ya tefiidas.
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Apéndice 12. Fotografias del trabajo de extraccion de ADN y realizacion de analisis de PCR para la deteccion de parasitos sanguineos causantes de malaria
aviar en las muestras de sangre de especies de aves colectadas en el estudio.
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Apendice 13. Laminas positivas, descripcién morfoldgica de género y etapa parasitaria. a. merozoito intraeritrocitario de Plasmodium sp. en Icterus gularis. b.
Macromegatocito de Plasmodium sp. en Columbina inca. c. Parasitemia por Haemoproteus sp. en Columbina inca, con nivel alto de parasitemia, se observan
macromegatocito (1) y un micromegatocito (2) en esta muestra. d. Se sefiala con flecha celeste Ookinetos libres de Plasmodium sp. en Myarchus tuberculifer, la
flecha roja, sefiala una célula blanca.

T

93



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccion General de Investigacion —DIGI-

Apéndice 14. Ldminas positivas para malaria aviar de algunas de las especies muestreadas en el estudio. Los nombres de las especies a las que corresponde
el frote sanguineo se enlistan en la parte inferior de cada foto.

Pheucticus crysopeplus Icterus pustulatus Peucaea ruficauda
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Calumbina livia

Mimus gilvus Amazilia rutila
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13. Aspectos éticos y legales

La presente investigacion se registrd en el CONAP con el numero 00417-B y se obtuvo el permiso
de colecta No. 004016 (ver apéndice 2). Ademas, se obtuvo el visto bueno del comité de Bioética del
Posgrado de la FMVZ de la USAC para el protocolo de extraccion de muestras sanguineas y
protocolo de sacrificio para las aves que fueron sacrificadas (ver apéndice 2).

14. Vinculacion

Este proyecto se vinculd a tres instituciones con enfoque de investigacion de enfermedades
zoonoticas y dinamica parasito-hospedero (CUNZAC, FMVZ y INECOL). El proyecto implicé un
componente de transferencia de conocimientos entre los investigadores de este proyecto y el
laboratorio del Dr. Alarcon quien orient6 acerca de los métodos y técnicas que debiamos emplear
para trabajar con parésitos sanguineos del grupo Apicomplexa. Ocurrié ademas un intercambio de
conocimientos entre investigadores del FMVZ sobre técnicas de identificacion de estos parasitos
mediante el analisis de frotes sanguineos. Ademas, el ICUNZAC capacitd a las dos investigadoras
de este proyecto en técnicas moleculares de extraccion de ADN vy técnica para la identificacion de
parésitos causantes de malaria aviar empleando PCR multiplex. Finalmente, el proyecto se vinculé al
departamento de salud del MARN quienes apoyaron en coordinar las visitas de campo a distintas
aldeas y caserios de la region para que fuera posible la toma de muestras sanguineas de aves de
corral o traspatio.

15. Estrategia de difusion, divulgacién y proteccion intelectual

Se envid un resumen técnico de los hallazgos de este proyecto a la oficina de oriente del MSPAS,
MARN y CONAP. Se realiz6 una presentacion en linea de los resultados a representantes de esta
institucion para que conocieran los resultados més importantes de este estudio. Los resultados seran
publicados ademas en dos articulos cientificos que estan en preparacion. Ademas, los resultados se
presentaron en un seminario web del IICUNZAC sobre resultados de investigacion de proyectos
ejecutados durante 2021. Finalmente, se elaboré un poster cientifico para divulgar en rede sociales
los resultados de este proyecto. Este poster se posteara en las redes sociales del ICUNZAC.

16. Aporte de la propuesta de investigacion a los ODS

La presente investigacion contribuyo con el cumplimiento del Objetivo 3 Salud y Bienestar. Este
objetivo indica que la buena salud es esencial para el desarrollo sostenible. Toma en cuenta la
ampliacién de las desigualdades econdémicas y sociales, la rapida urbanizacion, las amenazas para el
clima y el medio ambiente, y los nuevos problemas de salud, como las enfermedades no
transmisibles. En este proyecto se generaron datos sobre epidemiologia de malaria empleando a las
aves como un modelo para entender el efecto de la urbanizacién y la estacionalidad en la prevalencia
de esta enfermedad en poblaciones silvestres y de crianza. Estos datos, sientan las bases para el
estudio integral de esta enfermedad en el oriente del pais, que ataca a animales y humanos.
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17. Orden de pago final

Categoria Registro de = Procede pago
Nombres y apellidos (investigador personal de mes Firma
fauxiliar) (Si/ No)

Michelle Bustamante Castillo | Titular | 20060145 Si é %

Declaracion del coordinador(a) del proyecto de investigacion

El coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo de los
proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion, articulos 13 y 20, deja
constancia que el personal contratado para el proyecto de investigacion que coordina ha cumplido a
satisfaccion con la entrega de informes individuales por lo que es procedente hacer efectivo el pago
correspondiente.

Michelle Bustamante Castillo
Nombre del coordinador del proyecto de investigacién

Fecha: 28/02/2022

Aval del director(a) del instituto, centro o departamento de investigacion o Coordinador de
investigacion del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los proyectos de
investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion otorgo el aval al presente informe
mensual de las actividades realizadas en el proyecto (escriba el nombre del proyecto de
investigacién) en mi calidad de (indique: Director del instituto, centro o departamento de
investigacion o Coordinador de investigacion del centro regional universitario), mismo que ha sido
revisado y cumple su ejecucion de acuerdo a lo planificado.

Vo.Bo. Dr. Manuel Alejandro Barrios Izas ”MW%M

’VCWW

Coordinar, Instituto de Investigaciones, CUNZAC,
USAC
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