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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar los hemoparasitos en aves de
zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de Iquitos y Nauta, con la finalidad de
dar un primer diagnéstico de la situacion parasitaria aviar en Ammodramus
aurifrons, Cacicus cela, Thraupis episcopus y Troglodytes aedon. La poblacion
estuvo constituida por cuatro especies de aves de zonas urbanas y periurbanas de
la ciudad de Iquitos y Nauta, estableciéndose una muestra de 240 ejemplares
capturadas, siendo 74 de A. aurifrons, 39 de C. cela, 95 de T. episcopus y 32 de T.
aedon. Para la captura de las aves se usaron redes de neblina. Se tomaron
muestras sanguineas para posteriormente analizarlas por microscopia
convencional y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). El indice de
prevalencia encontrado fue bajo, el 25% (60/240) de aves resultaron con
diagndstico positivo por microscopia y PCR. Plasmodium spp. (11.66%) registro la
mayor prevalencia, seguido de Plasmodium/Haemoproteus (11.25%),
Haemoproteus spp. (3.33%), microfilarias (2.5%) y Leucocytozoon sp. (1.5%). Las
especies de aves més infectadas fueron Cacicus cela (43.59%) y Ammodramus
aurifrons (40.54%). Referente al indice de similitud, se encontrd diferencia en
hemoparasitos de aves de zona urbanay periurbana en Iquitos, siendo Plasmodium
spp. y Plasmodium/Haemoproteus los mas prevalentes en zona periurbana;
mientras que en Nauta no hubo diferencia en aves de zona urbana y periurbana,
estando presentes estos hemoparasitos en ambas zonas de estudio. Se concluye
qgue los hemoparasitos aviares registrados son diferentes en las zonas urbanas y
periurbanas de la ciudad de Iquitos y Nauta. Se reportd0 por primera vez a

Leucocytozoon sp. en aves del departamento de Loreto.

Palabras claves: Aves, hemoparasitos, periurbano, prevalencia, similitud, urbano.
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ABSTRACT

The objective of this research was to determine the hemoparasites in birds of urban
and periurban areas of the cities of lquitos and Nauta, in order to make an initial
diagnosis of the avian parasitic situation in Ammodramus aurifrons, Cacicus cela,
Thraupis episcopus and Troglodytes aedon. The population consisted of these four
species of birds from urban and peri-urban areas of the cities of Iquitos and Nauta,
establishing a sample of 240 specimens captured, 74 of A. aurifrons, 39 of C. cela,
95 of T. episcopus and 32 of T. aedon. Mist nets were used to capture the birds.
Blood samples were taken for subsequent analysis by conventional microscopy and
Polymerase Chain Reaction (PCR). The prevalence indice found was low, 25%
(60/240) of birds were positive for hemoparasites by microscopy and PCR.
Plasmodium spp. (11.66%) had the highest prevalence, followed by
Plasmodium/Haemoproteus (11.25%), Haemoproteus spp. (3.33%), microfilariae
(2.5%) and Leucocytozoon sp. (1.5%). The most infected bird species were C. cela
(43.59%) and A. aurifrons (40.54%). Regarding similarity indice, differences were
found between hemoparasites in birds from urban versus peri-urban areas in
Iquitos, with Plasmodium spp. and Plasmodium/Haemoproteus being the most
present in peri-urban areas; while in Nauta there was no difference in birds from
urban and peri-urban areas, with these hemoparasites being present in both study
areas. It is concluded that the avian hemoparasites recorded differ across urban and
peri-urban areas of the cities of Iquitos and Nauta. Leucocytotozoon sp. was

reported for the first time in birds in the department of Loreto.

Keywords: Birds, hemoparasites, periurban, prevalence, similarity, urban.

Xiv



INTRODUCCION

Las aves estan en contacto con los humanos de distintas maneras; de hecho, se
encuentran entre los pocos animales verdaderamente silvestres que comparten
nuestras actividades cotidianas®. Cabe sefalar el desarrollo de un creciente
interés en investigar los efectos de las enfermedades parasitarias en poblaciones
de aves, debido a que no estan ajenas a infectarse por una considerable diversidad
de parasitos® @ y mas aln porque son un grupo que cumplen servicios vitales para
el buen funcionamiento de los ecosistemas y el bienestar social de la poblacion

humana®.

Un notable ejemplo en el campo parasitario son los hemoparasitos. Estos
organismos usan la sangre de su hospedero a modo de crecimiento y reproduccion;
aunque dependiendo el tipo pueden encontrarse en el plasma, o incluso en
eritrocitos y leucocitos®. Entre los parasitos sanguineos descritos en distintas
especies de aves se incluyen a nematodos como microfilarias o flagelados como
Trypanosoma®®), Ademas, las aves estan frecuentemente infectadas por
haemosporidios de los géneros Plasmodium, Haemoproteus y Leucocytozoon ©);
estos Ultimos son protozoarios causantes de la malaria aviar e incluso estan
relacionados filogenéticamente con el parasito de la malaria humana. Al igual que
en el ser humano, dichos parasitos ocasionan dafio fisiol6gico en las aves; desde
consecuencias en la capacidad de reproduccién, hasta pérdida de masa corporal,

afectando la condicion individual y reduciendo la supervivencia®.

La modificacion de habitats silvestres viene siendo un problema mundial a causa
de la urbanizacion, donde las actividades humanas muchas veces ocasionan un

impacto negativo provocando dafios ambientales que pueden ocasionar la extincion



de poblaciones de seres vivos®. Al mismo tiempo, la urbanizacién ha producido un
aumento progresivo de la deforestacion de los bosques permitiendo el ingreso
de especies invasorasy los cambios en el uso del suelo. Dichos eventos
contribuyen a la emergencia y proliferacion de enfermedades infecciosas de la
fauna silvestre, ya que intensifica el contacto entre vectores, hospederos y

patdgenos®(0),

Hasta la fecha, se realizaron investigaciones en parasitos sanguineos de la
avifauna en diversas regiones del mundo®, basados en la identificacion de
hemoparasitos por microscopia tradicional y metodologias moleculares®?. Por
ejemplo, el 2006 en Colombia, registraron el 24% de prevalencia general de
hemosporidios!®; el 2012 en Brasil, reportaron 45.6% de prevalencia®®, mientras
que el 2016 en Venezuela, obtuvieron el 16.94%14. En nuestro pais, se reportaron
prevalencias de hemoparasitos en ciudades como Huanuco (34.6%)®%, Madre de

Dios (10%)16) y Lima (24.82%)17),

En el departamento de Loreto, Perd, los estudios en hemoparasitos son limitados.
Por ejemplo, en el 2016, en la Reserva Nacional Allpahuayo Mishana, se reportaron
una prevalencia de 16.25%®), mientras que en la especie Cacicus cela se registro

85.1% de prevalencia en cuatro zonas de la carretera lquitos, Nauta®9.

A pesar de la enorme diversidad ornitolégica que alberga la selva peruana, pocas
investigaciones se han centrado en el campo de los hemoparasitos aviares. Es
mas, los trabajos publicados hasta ahora han reportado la presencia de parasitos
sanguineos en aves de entornos naturales, existiendo también aves que habitan
entornos urbanos y periurbanos donde no se hicieron estos estudios. Por

consiguiente, el objetivo general del presente estudio fue determinar hemoparasitos
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en aves de zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de Iquitos y Nauta, con el
propésito de proporcionar informacion sobre hemoparasitos que afectan a aves en
estas ciudades estableciéndose los siguientes objetivos especificos del presente
estudio: 1) Identificar los géneros o especies de hemoparasitos mediante técnica
microscopica y molecular en Ammodramus aurifrons, Troglodytes aedon, Thraupis
episcopus y Cacicus cela de las zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de
Iquitos y Nauta, Loreto — Peru, 2) Determinar los indices de prevalencia y similitud
de hemoparasitos de Ammodramus aurifrons, Troglodytes aedon, Thraupis
episcopus y Cacicus cela de las zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de
Iquitos y Nauta, Loreto — Peru, y 3) Diferenciar los indices de hemoparasitos de
Ammodramus aurifrons, Troglodytes aedon, Thraupis episcopus y Cacicus cela de

las zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de Iquitos y Nauta, Loreto — Peru.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En el 2020, realizaron una investigacion de tipo observacional y disefio
descriptivo, donde incluyeron como poblacion de estudio a 270 aves
capturadas en la Reserva Nacional de Lachay en Lima — Peru, con la finalidad
de evaluar la hemoparasitemia entre las épocas humeda y seca, en dos
hébitats diferentes (Guayabito y Puquial) mediante microscopia. En este
estudio determinaron una prevalencia de hemoparasitos de 24.82%,
reportando a Haemoproteus (20.37%) y Plasmodium (7.78%). Ademas, 10
individuos presentaron coinfeccion por Plasmodium y Haemoproteus (3.7%),
siendo Zonotrichia capensis la Unica especie que presenté estos casos. En la
época seca registraron mayor prevalencia (27.69%) que en época humeda
(23.9%). La prevalencia en el habitat de Guayabito fue de 19.35% y en Puquial
fue de 27.68%. El trabajo aportdé conocimiento de la dinAmica de parasitos de
malaria, asi como la presencia de estos en ecosistemas fragiles como lomas

y en varias especies de aves silvestres(”).

Un estudio de tipo no experimental y disefio descriptivo — transversal,
desarrollado el 2019, determiné la prevalencia de hemoparasitos mediante
técnicas moleculares. Incluyé como poblacion de estudio a 89 aves de la
especie Cacicus cela “paucar”, capturados en cuatro zonas: Quistococha, una
propiedad privada, en el Centro de Investigaciones Allpahuayo y la
Comunidad Mishana, situadas en la carretera lquitos-Nauta, Loreto. Este
estudio report6é una alta prevalencia de Plasmodium, con 83.1% de infeccién
en las colonias de paucares. La zona con mayor prevalencia fue el Centro de

Investigaciones Allpahuayo y la Comunidad Mishana con 100%, seguido de
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Quistococha con 87% y 0% en una Propiedad Privada. Concluy6é que la
prevalencia de hemoparasitos fue alta en la Amazonia peruana y demostré
que las colonias de “paucares” estuvo asociada a la prevalencia de

hemoparasitos(?):

En el 2018 llevaron a cabo una investigacion de tipo correlacional y disefio
analitico, donde incluyeron como poblacion de estudio a 2043 individuos de
Passer domesticus “gorriones comunes”, en 45 localidades de las provincias
de Cadiz, Huelva y Sevilla, al sur de Espafia, agrupadas en habitat urbano,
rural y natural, con la finalidad de evaluar los efectos negativos entre los
factores estresantes urbanos y los parasitos sobre la salud del organismo del
ave. Por lo que analizaron la condicion corporal de las aves y extrajeron
sangre para la realizacion de PCR. Determinaron el 59% de individuos
infectados al menos por un género de parasito. La prevalencia de
Leucocytozoon (30%) y Plasmodium (29%) fueron similares y superiores a la
prevalencia de Haemoproteus (16%). Asimismo, hallaron una prevalencia
media de infeccion del 52%, 60% y 67% en habitats urbanos, rurales y
naturales, respectivamente. En conclusion, la investigacion apoya los efectos
adversos de la urbanizacién sobre la condiciébn corporal de las aves,
dependiendo de las caracteristicas del habitat y el estado de infeccion que
podrian modular estas relaciones. Por lo tanto, las aves en habitats urbanos
pueden sufrir, entre otros factores potenciales, los efectos sinérgicos de la
contaminacion, la dieta de mala calidad y las infecciones parasitarias,
especialmente durante las primeras etapas de vida. Ademas, estos resultados
sugieren que, en los habitats urbanos, solo aquellos individuos que mostraron

una mayor condicion corporal lograron sobrevivir a la infeccion(@®,



En Perd, realizaron un estudio de tipo no experimental y disefio descriptivo —
transversal en el afio 2017, con la finalidad de identificar la presencia y
diversidad de haemosporidios aviares en bosques amazdnicos, mediante la
combinacion de microscopiay PCR. Incluyé como poblacion de estudio a 210
aves capturadas en la Reserva Nacional Tambopata y el Parque Nacional
Bahuaja Sonene en Madre de Dios. El estudio determin6 una prevalencia de
10%, identificando a Plasmodium 57% (12/21), Haemoproteus 29% (6/21) y
Leucocytozoon 14% (3/21). Segun el tipo de bosque, obtuvo las siguientes
prevalencias por haemosporidios: Bosque RNTAMB 6.5% (4/62), bosque
ZETAMB 14.3% (10/70) y en el bosque Bahuaja Sonene HEATH 9% (7/78),
con una prevalencia de infeccion significativamente superior en aves del
bosque deforestado (ZETAMB), mientras que en los bosques con un estado
mejor de conservacion las prevalencias fueron bajas (RNTAMB y HEATH). El
trabajo concluy6 con una baja prevalencia de infeccién y evidencio6 variacion
en la prevalencia por tipo de bosque y aves que vivian en el bosque

deforestado presentaron una mayor prevalencia®®).

En una investigacion de tipo no experimental y disefio descriptivo desarrollada
en el afio 2017, con la finalidad de determinar la presencia de hemoparasitos
en poblaciones ferales de la “paloma de Castilla” mediante microscopia.
Incluyé como poblacién de estudio a 52 palomas de la especie Columba livia,
capturadas en zona rural (n=28) y urbana (n=24) de la ciudad de Lima. La
investigacion determiné el 94.2% de aves positivas a hemoparasitos; el mas
prevalente fue Haemoproteus (94.2%), seguido de Plasmodium (13.5%) y en
menor porcentaje Leucocytozoon (1.9%). De este udltimo parasito, fue

frecuente encontrar prevalencias bajas en el Neotropico, encontrando



mayormente en el Neartico y Paleartico. El autor manifiesta que la baja
frecuencia se relacione con la escasez de vectores ornitofilicos apropiados en
paises de climas templados, por lo que la infeccién en estas zonas se deberia
a la presencia de aves migratorias infectadas. Ademas, no registré una
diferencia estadisticamente significativa entre las zonas de estudio, es decir;
el 100% de palomas de la zona rural resultaron infectadas y 87.5% en la zona
urbana. Reporté monoparasitismo por Haemoproteus sp. en 80.8% de las
aves, seguido de biparasitismo por Haemoproteus sp., y Plasmodium sp. con
11.5% vy triparasitismo por Haemoproteus sp., Plasmodium sp. vy
Leucocytozoon sp. con 1.9%. Concluyé que la prevalencia general de
hemoparasitos en Columba livia fue alta, siendo mas prevalente en la zona

rural 2D,

En una investigacion de tipo descriptivo y disefio no experimental desarrollada
en el aflo 2016, incluyé como poblacién de estudio a 242 aves capturadas en
el Parque Recreacional Planetario Simoén Bolivar de la ciudad de Maracaibo -
Venezuela, con la finalidad de estimar la prevalencia de hemoparasitos a partir
de analisis microscopico y molecular. La investigacion determind una
prevalencia general del 16.94%. Las infecciones causadas por Plasmodium
(9.5%) fueron las mas frecuentes, seguido de Haemoproteus (4.55%) vy
microfilarias (2.89%). Por microscopia detecté una infeccion mixta de
Plasmodium y microfilarias, y por PCR detecté a Plasmodium y Haemoproteus
en algunas especies de aves. El trabajo concluyé que las prevalencias
elevadas y bajas de parasitos maléaricos se deben a la abundancia de algunas
especies de aves, tipo de comportamiento, asi como su habitat, alimentacion

y sistema inmunoldgico. Al mismo tiempo, la deteccion de los hemoparasitos



se debe a la presencia y el cumplimiento del ciclo biolégico hospedador-vector
y las condiciones climaticas esenciales para la transmision que en éste se

presenta?,

En Iquitos — Peru, desarrollaron una investigacion de tipo no experimental y
de disefio descriptivo — transversal en el 2016, con la finalidad de establecer
la prevalencia y diversidad de hemoparasitos. Incluyeron como poblacion de
estudio a 240 aves capturadas en bosques primario y secundario de la
Reserva Nacional Allpahuayo Mishana (RNAM). Examinaron muestras
sanguineas mediante la combinacidén de microscopia y pruebas moleculares.
En la investigacion determinaron una prevalencia en hemoparasitos aviares
de 16.25%, siendo los géneros hallados: Plasmodium (10%), Haemoproteus
(2.9%), microfilarias (2.5%) y Haemoproteus/Plasmodium (0.85%). La especie
de ave con mayor infeccién fue Cacicus cela con Plasmodium (3.75%),
Haemoproteus (0.42%), microfilarias (2.08%) y Plasmodium/Haemoproteus
(0.42%); mientras que las otras especies presentaron prevalencias menores
al 2% como el caso de Ammodramus aurifrons (0.83 %). Al mismo tiempo, en
el bosque secundario determinaron infecciones de 11.25% y en el bosque
primario de 5%. En el trabajo concluyeron que la prevalencia fue baja y

superior en bosque secundario que en bosque primario®8),

En una investigacion de tipo observacional y disefio descriptivo realizada el
2014, tuvieron como objetivo determinar infeccion por hemosporidios.
Incluyeron como poblacion de estudio a 102 aves capturadas en las regiones
peruanas de Lima y Huanuco. Analizaron muestras de sangre por medio de
técnicas moleculares y microscopicas y determinaron mediante

caracterizacion genética una prevalencia general en haemosporidios del



32.35%. Ademas, encontraron 5 linajes de Plasmodium y 5 de Haemoproteus,
infectando a 12 especies de aves como Troglodytes aedon y Thraupis
episcopus. Asimismo, reportaron por primera vez en el continente americano
a Plasmodium relictum SGS1, que fue el parasito mas prevalente porque
infectd a 8 especies de aves en ambas localidades. Concluyeron que la
prevalencia de P. relictum SGS1 fue de 34.6% en Huanuco, que limita con la
Amazonia peruana, representando una amenaza para mas de un tercio de las

especies aviares en el mundo®,

En la selva atlantica de Brasil en el 2012, llevaron a cabo un estudio que
incluyd a 945 aves, con el objetivo de detectar parasitos hematozoarios
mediante microscopia. En la investigacion determinaron una prevalencia
general de 15.8%. Todos los especimenes analizados tuvieron al menos un
individuo parasitado por Plasmodium, Trypanosoma, Haemoproteus o
microfilarias. La prevalencia de estos cuatro parasitos fueron 54.8%, 23.3%,
23.3% y 2.1%, respectivamente. En el trabajo concluyeron que las aves del
bosque atlantico podrian estar infectadas por varios parasitos sanguineos con
niveles similares de otras regiones neotropicales. Los hallazgos de las
diferentes prevalencias en hospedadores-parasitos revelaron interacciones

complejas y poco conocidas®?.

En un estudio de tipo correlacional y disefio analitico desarrollada en el 2012,
incluyé como poblacion de estudio a 676 aves en tres areas de Brasil: Cerrado
Intacto (CEI), Cerrado de transicion (CET) y Cerrado urbanizado (CEU) y en
una zona arida al norte de Venezuela, con el objetivo de establecer posibles
asociaciones entre haemosporidios en aves silvestres de diferentes habitats.

Para Brasil, las muestras fueron analizadas por microscopia y PCR. En



Venezuela colectaron sangre solo para el analisis molecular. Para Brasil, el
estudio determind una prevalencia total de infeccion por Plasmodium spp. y
Haemoproteus spp. del 46%, de las cuales el 54.7% de aves infectadas fueron
del CEU, 50.2% de CET y el 41.4% de CEI. En Venezuela registraron una
prevalencia de 41% de infeccion. En Brasil, la especie de ave mas infectada
fue Cacicus cela con 88% (8/9). El estudio concluy6é que la diversidad de
Plasmodium spp. y Haemoproteus spp. es mayor en Brasil que en Venezuela.
Asimismo, la prevalencia mas alta de estos hemoparasitos fue registrada en

el cerrado urbanizado@3,

En la ciudad de Palmas - Brasil en el 2012, fue desarrollada una investigacion
de tipo observacional y de disefio descriptivo, con la finalidad de comparar la
prevalencia de hemosporidios entre aves silvestres adaptadas y no adaptadas
a un medio urbano. Incluyé como poblacién de estudio a 366 aves. Analizé
muestras de sangre mediante microscopia y PCR, determinando que el 45.6%
de aves estuvieron infectadas con haemosporidios (Plasmodium spp. y
Haemoproteus spp.). Registré que las aves adaptadas al medio urbano
presentaron una mayor prevalencia de infeccién (57.5%) en comparacion con
las no adaptadas (33.3%). Concluy6é que las aves silvestres adaptadas al
medio urbano tienen mayor prevalencia de haemosporidios que las no
adaptadas. Asi mismo, sefialé que es posible que la malaria aviar se comporte
como un filtro en el establecimiento de especies de aves en el medio
ambiente, por lo que supone que exista una relacion entre malaria aviar y la

capacidad de una especie de ave para adaptarse a zonas urbanas(19,

En el 2010, desarroll6 una investigacion de tipo observacional y disefio

analitico, que incluy6é una muestra de 8 ejemplares de Turdus fuscater en un

10



ecosistema del Paramo colombiano, para determinar el estado actual de la
infeccion por Leucocytozoon sp. de la especie antes mencionada. Para ello,
examino 4 especimenes mediante microscopiay 4 de ellos por PCR. Encontré
la presencia de Leucocytozoon en 7 de las 8 aves muestreadas, lo que
representa una infeccion del 87.5%. Asimismo, combinando los resultados de
microscopia y PCR, observé que todas las aves resultaron infectadas (100%).
Concluyé con una alta prevalencia de infeccion por Leucocytozoon en Turdus
fuscater. Ademas, refiere un establecimiento del ciclo de transmision de
Leucocytozoon en Colombia (Neotropico), donde se creia que no existia un
vector capaz de infectar y transmitir dicho parasito, ya que se caracterizaba

por tener una distribucion netamente Neartica 4,

En un estudio de tipo observacional y disefio descriptivo — transversal
realizado en Lima y alrededores en el 2007, cuyo objetivo fue demostrar la
presencia de las formas gametogénicas de Leucocytozoon smithi en pavos
procedentes de granjas comerciales. Incluyé como poblacion de estudio a 346
pavos de 5 distritos. Prepar6 dos frotices de sangre por individuo que fueron
coloreados con tincion Giemsa para ser analizados por microscopia.
Determind que todas las muestras resultaron negativas y concluy6 que no se
encontraron gametocitos de Leucocytozoon smithi en pavos, por lo que
estuvieron clinicamente sanos y de estarlo se encontraria con una prevalencia

menor al 1% @3,

En un estudio de tipo observacional y disefio descriptivo, desarrollado en
Dakar — Senegal en 1978, incluyeron a una poblacion de 809 aves para
conocer la infeccion por parasitos sanguineos, utilizando la técnica de
microscopia. Registraron una prevalencia de 11.5%, reportando como
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parasito mas abundante a Haemoproteus con 81.7% de los infectados,
mientras que los parasitos de Plasmodium, Trypanosoma, microfilarias y
Leucocytozoon se observaron con menor frecuencia. La prevalencia de
infeccion en ploceidos que anidan en colonias fue de 21.3%, a diferencia de
la hallada en los strildidos y ploceidos no coloniales, que fue significativamente
menor (3.1%). Concluyeron que la prevalencia general de hematozoos en
aves de Senegal fue mas baja que la registrada en otras areas de Africa.
Registraron mayores infecciones en aves coloniales, lo que sugiere que la
presencia de aves en grupos puede influir en la infeccion por la capacidad de

atraer a un mayor nimero de vectores@®),
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1.2. Bases tedricas

1.2.1. Hemoparasitos aviares

Los hemoparasitos pueden estar presentes en casi todas las especies de
aves, siempre y cuando las condiciones climaticas, el habitat, la
alimentacion de las aves, entre otros factores, favorezcan la presencia de
los vectores responsables de su transmisiéon®”)- Se conocen alrededor de
450 especies de hemoparasitos en mas de 4.000 especies de aves.
Dependiendo del tipo pueden hallarse en el plasma, eritrocitos o
leucocitos®®).

Haemosporida es un orden de hemoparasitos que pueden llegar a infectar
al 70% de las especies de aves examinadas®®. Son uno de los grupos de
protistas parasitos mas conocidos y mejor estudiados®. Dentro de este
orden hay tres géneros causantes de la malaria que son comunmente

encontrados en aves: Plasmodium, Haemoproteus y Leucocytozoon®@9),

1.2.2. Ciclo de vida de los hemosporidios aviares
Utilizan para completar su desarrollo a vectores (insectos dipteros que
chupan sangre) y a vertebrados (aves). El estado infectivo esporozoito
esta presente en las glandulas salivares del vector, cuando éste pica a un
nuevo hospedero (ave), los esporozoitos penetran en el torrente
sanguineo del ave e invaden las células endoteliales de los vasos
sanguineos de o6rganos como el pulmoén, higado y bazo. Mediante
reproduccion asexual, dentro de esas células endoteliales los
esporozoitos se convierten en esquizontes (merontes) que produciran

nuUMerosos merozoitos®Eo),
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Los merozoitos son liberados al torrente sanguineo, penetran en los

eritrocitos 'y maduran hasta convertirse en gametocitos hembra

(macrogametocitos) y gametocitos macho (microgametocitos). Los

gametocitos son ingeridos por otro insecto vector y desarrollan su ciclo

sexual en el intestino medio del insecto produciendo oocistes; la ruptura

de oocistes libera numerosos esporozoitos que migran e invaden las

glandulas salivares del insecto y sirven de foco para una posterior

infeccion cuando el insecto pique a otra ave®)(@0),

1.2.3. Clasificaciéon taxondmica de hemosporidios aviares de los géneros:

Plasmodium, Haemoproteus y Leucocytozoon®)

1.2.3.1.

Filo : Apicomplexa

Clase : Aconoidasida

Orden : Haemosporida

Familia : Plasmodiidae/ Haemoproteidae/ Leucocytozoide

Género : Plasmodium/ Haemoproteus / Leucocytozoon

Género Plasmodium

Protozoario hematico capaz de infectar diferentes especies de aves,
es transmitido por mosquitos chupadores de sangre (Diptera:
Culicidae). Son los vectores de la malaria aviar (solo hembras)
mediante los géneros Culex, Aedes, Culiseta y Anopheles®),
Parasita principalmente eritrocitos, y en menor grado también

trombocitos, leucocitos y células endoteliales. Dos claves que ayudan
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1.2.3.2.

a la identificacion de este parasito son la presencia de esquizontes y
gametocitos en eritrocitos de las aves. Los esquizontes aparecen
como inclusiones intracitoplasmaticas redondas u ovaladas que
contienen merozoitos de coloracibn oscuro. Los gametocitos
contienen pigmentos granulares refractiles y usualmente ocupa
menos del 50% del citoplasma de la célula parasitada, alterando la
posicion del nicleo del eritrocito®®). La patogenicidad varia entre
especies, incluso parasitos de la misma especie pueden diferir en su
patogenicidad dependiendo del ave infectada. La patologia se asocia
con deterioros en la termorregulacion, deshidratacién, inflamacion del
higado, aumento de tamafio del bazo, presencia de sangre en la orina

y anemia severa®®),

Género Haemoproteus

Protozoario hematico que parasita un amplio espectro de especies
aviares, es transmitido principalmente por la picadura de mosquitos
(Diptera: Ceratopogonidae) y moscas hipobdscidas
(Hippoboscidae)®), Parasita Unicamente a eritrocitos de aves y
reptiles, es identificado segun el numero, la forma y la posicion de los
granulos de los gametocitos. MicroscOpicamente pueden
diferenciarse de la siguiente manera: el macrogametocito se
caracteriza por presentar tonos de azul intenso y formas redondeadas
con pigmentos granulares por todo el citoplasma del parésito,
mientras que los microgametocitos presentan tonalidades rosas con

pigmentos granulares formados en agregados esféricos. Los
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1.2.3.3.

pigmentos granulares refractiles amarillo — café ocupan mas del 50%
del citoplasma del eritrocito, rodea al nucleo y adopta la forma de
halterio, con casi nulo desplazamiento del mismo, siendo estas
caracteristicas muy importantes para la identificacion del
parasito®@8), Haemoproteus es ligeramente patdgeno para Sus
hospederos, las aves enfermas muestran un ligero cuadro de anemia,
con el higado y el bazo aumentados de tamafio

(hepatoesplenomegalia)©b,

Género Leucocytozoon

Protozoario que infecta la sangre y tejidos de aves, afectan a una
gran variedad de especies de aves, se transmite a través de moscas
chupodpteras simulidas (Diptera: Simuliidae); también se han descrito
casos de ceratopogoénidos y culicidos como sus vectores(®),

Puede infectar eritrocitos o leucocitos. Las caracteristicas que ayudan
en la identificacion del parasito son gametocitos que se desarrollan en
eritrocitos; estos son grandes, redondos, causan distorsion vy
alargamiento en las células de las aves, dandole apariencia de balén
de rugby®?, El macrogametocito se colorea de azul oscuro con un
nucleo condensado. El microgametocito se colorea azul claro con un
nacleo rosado pélido difuso, mientras que los gametocitos que se
desarrollan en leucocitos son elongados, con forma ahusada®?.

Las aves infectadas pueden ser asintomaticas o presentar signos
clinicos como anemia, hemdlisis intravascular, heces diarreicas,

pérdida del apetito y focos necréticos e inflamatorios en el higado. El
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curso de la enfermedad es corto, las aves infectadas mueren o
mejoran en unos dias; sin embargo, en aquellas que sobreviven
puede evidenciarse ictericia®?.

Existe otro grupo de hemoparasito en aves

1.2.4. Clasificacién taxondmica de Filarias®?

Filo

: Nematoda

Clase : Secernentea

Orden : Spirurida

Familia : Filaridae

Las filarias son nematodos filiformes que infectan la sangre de aves y mamiferos.

Los gusanos adultos, se alojan en los vasos linfaticos de sus hospederos.

1.2.4.1.

Microfilaria

Estadio pre-larval, sumamente movil. Algunas especies conservan la
membrana vitelina a modo de vaina, en otras se pierde transformandose
en formas desnudas. Segun las especies tienen caracteristicas
particulares. Pueden medir de 160 a 350 um de longitud con didmetro
maximo de 4 a 10 um. Su estructura interna sélo puede estudiarse
mediante el uso de preparaciones fijadas y tefidas, lo que pone de
manifiesto una columna central de nucleos, entre los cuales existen
algunas que sirven de marcas anatdOmicas que se utilizan para
diferenciar las especies. Para su identificaciobn la caracteristica
diagnéstica clave es el espacio cefélico (cabeza), el poro excretor, la

presencia o ausencia de un cuerpo interno, el nimero y distribucién de
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1.2.4.2.

nacleos en la cola, las células rectales y la presencia o ausencia de la

vaina®3),

Ciclo de vida de Microfilaria

Su ciclo de vida comprende dos etapas bien diferenciadas, una en el
insecto vector (dipteros ceratopogonidos, simulidos, culicidos y en casos
excepcionales a Mallophaga y garrapatas) y otra en el ave. Cuando las
microfilarias son ingeridas por el insecto, sufren una transformacion a
larva de primer y segundo estadio denominadas L1 y L2. Alli ocurre una
migracion y maduracion de las larvas produciendo la transformacion en
el estadio infectivo L3. Este estadio larval migra a las glandulas salivales
del insecto. En este momento los parasitos (L3) estan capacitados para
penetrar la piel lacerada del ave, como resultado de la picadura del
vector@®),

Se relaciona la ocurrencia de algunas especies de microfilarias con

inflamaciones cronicas en las areas del cuerpo de las aves©®),
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1.2.5. Especies de aves en estudio

1.2.5.1. Ammodramus aurifrons

a) Clasificacion taxonémica®4

Filo : Chordata
Clase : Aves

Orden : Passeriformes
Familia : Emberizidae
Género : Ammodramus
Especie > aurifrons

Nombre comun : “Gorridn de ceja amarilla”

b) Importancia
Control de artrépodos(®>.

c) Descripcion de la especie®®
De tamafio pequefio, mide aproximadamente 13 cm, su cabeza
presenta un aspecto aplanado, con cola relativamente corta,
pero con patas largas y generalmente un pico largo bastante
prominente. Mas que de cejas amarillas, este gorridn tiene una
cara amarilla ya que el amarillo de los supra-lores
generalmente cae en gran parte de la cara delantera. Las
partes superiores de este gorridn solo tienen rayas oscuras, por
lo que se ve mucho mas sélido en coloracion de lo que es tipico
de un gorrion de campo abierto. Sus partes inferiores son de
color gris palido, y las alas marrones muestran una curva

amarilla obvia, que a veces se extiende como un parche
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amarillo en el hombro. Los juveniles presentan un pecho
estrechamente rayado e incluso mas opaco, con poco o0 nada
de amarillo en la cara, a diferencia de los adultos que si
presentan coloracion amarilla.

Especie comun y ampliamente distribuida en la Amazonia
peruana, hasta 1,800 m sobre el nivel del mar. Habita en
pastizales tropicales de tierras bajas y sitios abiertos,
esencialmente aceptara cualquier habitat abierto, incluyendo
pasto corto, pasto mas alto, pastizales, areas abiertas
adyacentes a aldeas, lugares cubiertos de hierba y todo tipo de
habitats abiertos y degradados, incluidos lotes vacios en
ciudades. Actualmente muestra un importante auge de la
poblacién, ya que se beneficia de la tala de bosques en la
cuenca del Amazonas. Muy adaptable.

Se alimenta de semillas e insectos; dieta basada en artropodos.

1.2.5.2. Cacicus cela

a) Clasificacion taxonémica(®

Filo : Chordata
Clase : Aves

Orden : Passeriformes
Familia . Icteridae
Género : Cacicus
Especie . cela

Nombre comun : “Paucar”
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b) Importancia

Dispersador de semillas. Control de artrépodos®?).

c) Descripcién de la especie®)E?)

El macho tiene una longitud promedio de 28 cm y pesa alrededor
de 104 g, a diferencia de las hembras, que miden 23 cm de largo
y pesan 60 g, aproximadamente. El Cacique o paucar es un
pajaro delgado, con una cola larga y ojos azules. Tiene
principalmente plumaje negro, ademas de un color amarillo
brillante, en la grupa, base de la cola y parte baja del vientre y
del ala. La hembra es de color méas tenue que el macho, que es
negro. El ave juvenil se asemeja a la hembra, pero tiene ojos
oscuros. El canto del macho es una mezcla brillante de notas
aflautadas con cacareos, sibilancias. También hay muchas
llamadas variadas; en una colonia activa se pueden escuchar
desde una distancia considerable. Es un criador colonial, con un
maximo de 100 nidos en forma de bolsa en un arbol, que por lo
general contiene también un nido de avispas activo. Las
hembras construyen el nido, incuban y cuidan de los jovenes.
Cada nido es de 30-45 cm de largo y se ensancha en la base, y
estd suspendida desde el extremo de una rama. Las hembras
compiten por los mejores sitios cerca de la proteccion del nido
de avispas.

Es una de las aves mas comunes de la Amazonia; vive en

habitats hasta 1,300 m sobre el nivel del mar, en bosque, bordes
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de bosque, claros, campos abiertos, orillas de rios, plantaciones
y ciudades.
Se alimenta de frutas e insectos a niveles medios de los arboles

y cerca de su copa.

1.2.5.3. Thraupis episcopus

a) Clasificacién taxonémica(®

Filo : Chordata
Clase : Aves

Orden : Passeriformes
Familia : Thraupidae
Género : Thraupis
Especie . episcopus

Nombre comun : “Tangara azuleja”

b) Importancia
Polinizador, controlador de insectos formando parte de la

cadena tréfica del ecosistema®?.

c) Descripcion de la especie®9@E?)
La tangara azul gris mide de 16 a 18 cm de longitud y pesa 35
g. Los adultos tienen la cabeza y las partes inferiores del
cuerpo de color gris azulado claro, las partes dorsales son
azules oscuros, con verde azul brillante en las alas y la cola, y
los hombros con diferentes matices de azul. El pico es corto y
grueso. Los dos sexos son similares, pero los inmaduros son
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de plumaje de color mas deslavado. El canto es débil y
chirriante, mezclado con notas de llamado chuip v siii.

Es una especie comun y ampliamente distribuida en Perq,
localmente hasta los 2,000 m sobre el nivel del mar. Habita en
bosques abiertos, areas cultivadas, jardines y zonas urbanas,
principalmente tierras bajas de clima tropical, prospera en
habitats alterados por el hombre y, ademas de usar grietas en
la construccién como nidos; a veces se posa en grietas o vigas
en la construccion.

La tangara azul gris se alimenta principalmente de frutos, pero
también de néctar e insectos. Es muy activa y relativamente
confiada. Generalmente anda en parejas, pero también llega a
formar grupos no muy numerosos. Se acerca a zonas
habitadas por humanos, alimentandose de algunos frutos

cultivados.

1.2.5.4. Troglodytes aedon

a) Clasificacion taxonémica®®

Filo : Chordata
Clase : Aves

Orden : Passeriformes
Familia : Troglodytidae
Género : Troglodytes
Especie > aedon

Nombre comun : “Cucarachero comun”
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b) Importancia

Controlador de insectos formando parte de la cadena tréfica del

ecosistema.

c) Descripcion de la especie®®

De tamafio pequefio, de 12 a 12.5 cm, de color marrén, con
barras negras y marrones en las alas y cola que
frecuentemente  mantiene levantada, color variable
especialmente en las partes inferiores. Los juveniles son mas
oscuros que los individuos adultos.

Especie muy comun, vive practicamente en todo el Perq,
llegando hasta los 4,600 m sobre el nivel del mar. Es muy local
en la Amazonia peruanay en vertientes humedas de los Andes.
Se encuentran en lugares muy perturbados, habita desde
ciudades con una gran contaminacidbn acustica hasta
ambientes alejados de este tipo de contaminacion. Habitual en
jardines de casas y otras areas cerca de poblados, en parques
y plazas urbanas, habitats abiertos con arbustos bajos y
malezas dispersas, como en bordes de bosque y vegetacion
secundaria joven, matorral montano y zonas agricolas.

Su alimentacion es a base de insectos y aracnidos. Recolecta
pequefios invertebrados terrestres de la mayoria de los
sustratos disponibles, incluidos el suelo desnudo, la hojarasca,
la cubierta herbacea del suelo y todas las partes de arbustos y

arboles.
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1.3.

Definicion de términos basicos

Frotis sanguineo: Es la extension de sangre realizada sobre un
portaobjeto y a partir de la cual se observaran al microscopio las
caracteristicas de las células sanguineas“?,

Hemoparasitos aviares: Grupo diverso de parasitos helmintos y
protozoarios que usan la sangre de aves como habitat para su crecimiento
y reproduccion®,

Prevalencia: Es el porcentaje de hospederos infectados por una especie
particular de parasito o un grupo taxonémico calculado en relacion al
numero de hospederos examinados®d.

Similitud: Es el numero de las especies de parasitos comunes a ambas
zonas®Y,

Zonas urbanas: Aquellas zonas con un minimo de cien viviendas
agrupadas contiguamente (en promedio, 500 habitantes). Por excepcion, a
todos los centros poblados capitales de distrito, aun cuando no rednan la
condicion indicada; o aquellos centros poblados con 2.000 y mas
habitantes, donde sus viviendas se encuentran agrupadas en forma
contigua, formando manzanas y calles®?,

Zonas periurbanas: Son aquellas zonas que circundan a las ciudades y
gue estan integradas con éstas en casi todos los aspectos; estas zonas
tienen también tasas de crecimiento elevadas y reciben hasta el 70 por
ciento de la poblacion que emigra de las zonas rurales, asi como de la que

emigra de las propias ciudades®?,
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CAPITULO II. HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacion de la hipotesis

La prevalencia y similitud de hemoparasitos en aves son diferentes en las zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de lquitos

y Nauta, Loreto — Per0.

2.2.Variables y su operacionalizacion

. C Tipo por su . Escalade . Valores Medios de
Variables Definicion o p Indicador L Categoria . e
naturaleza medicidn de las categorias | verificacion
. . i — 309
Variable dependiente o . . Baja 1-30%
Cuantitativa | Prevalencia Ordinal Media 31 — 60%
Medida de la presencia de los hemoparasitos 61 — 100% Base de
indices de . Alta _ >
L. en las aves en estudio. Baja < 2504 datos.
hemoparasitos en o — . :
aves Cuantitativa Similitud Ordinal Media 26 —59%
. Alta 2 60%
Aves de .
] Aves de zonas urbanas: Aves que frecuentan A. aurifrons 32 ]
Variable _ o o zona urbana ) Ficha de
) ) lugares con edificios y viviendas de concreto Cualitativa ) Nominal T. aedon 13 )
independiente . i de lIquitos y ) registro de
y aglomeracion de unidades de transporte. T. episcopus 26
Nauta. aves
Aves de las zonas | Aves de zonas periurbanas: Aves que Aves de ) capturadas.
. A. aurifrons 42
urbanas y | frecuentan lugares donde se conserva aun zona
. . o i, ) - . . T. aedon 19 .
periurbanas de lquitos | paisajes caracteristicos del ambiente rural, Cualitativa periurbana Nominal ) Libro de
. o ) ) T. episcopus 69
y Nauta. con viviendas de material rastico y carencia de lquitos y C. cel 39 Aves del
. cela
de parte de los servicios basicos. Nauta. Perua.
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CAPITULO IlIl: METODOLOGIA

3.1. Tipo y disefio

El tipo de investigacion fue observacional, de corte transversal y retrospectivo.
La razon de esta clasificacion fue porque se registraron los hemoparasitos de
las aves capturadas en un momento dado y porgue se examinaron muestras

gue ya fueron colectadas con anterioridad.

El disefio de investigacion fue descriptivo, porque estimé la magnitud y
distribucion de los hemoparasitos en las zonas urbanas y periurbanas de la

ciudad de lquitos y Nauta.

3.2. Disefio muestral
La poblacién de estudio estuvo constituida por todas las especies de aves
Ammodramus aurifrons, Troglodytes aedon, Thraupis episcopus y Cacicus
cela capturadas en diez zonas urbanas y periurbanas de las ciudades de
Iquitos y Nauta, del proyecto de tesis doctoral titulada: “Multiples Escalas de
Biodiversidad de Aves en Ciudades del Peru”, realizado por la Blga.
Natalia Casandra Piland Chicchén, Dra., con cédigo de autorizacion por

SERFOR N° AUT-IFS-2017-007 (Anexo N° 1).

La muestra comprendié 240 aves de las cuatro especies en estudio, de las

cuales 118 fueron capturadas en Iquitos y 122 para Nauta.
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3.3. Criterios de seleccion

3.3.1. Criterios de inclusién

- Estuvo conformado por todas las aves en estudio: Ammodramus
aurifrons, Troglodytes aedon, Thraupis episcopus y Cacicus cela.
- Aves en estudio a las que se extrajeron muestras de sangre y se

codificaron.

3.3.2. Criterios de exclusidén

- Estuvo conformada por las especies de aves que no son de estudio.
- Aves que tuvieron la marca de captura.

- Aves que no se terminaron de procesar.
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3.4. Area de estudio
3.4.1. Iquitos
La ciudad de Iquitos se encuentra ubicado a 03° 45’ 10” de latitud Sury a
73° 15 de longitud Oeste, a una altura ente 110,125 m.s.n.m. (106
m.s.n.m en promedio). Es un centro urbano importante que se ubica a la
margen izquierda del rio Amazonas. Asimismo, esta situada a 3,636 Km.
del Océano Atlantico y a 600 Km. aproximadamente de la cordillera de los
Andes, encontrandose en la confluencia de los rios Amazédnicos, Itaya y
Nanay. Presenta una desorganizacion fisico espacial con un area
metropolitana que se expande en cuatro distritos: centro de lquitos, y tres

periféricos: Belén, Punchana y San Juan Bautista®®.
Caracterizaciéon de la zona urbanay periurbana

La zona urbana ocupa el 6.05% de la superficie de la ciudad y en ella se
observa una gran variedad de actividades comerciales, culturales y
turisticas que generan aglomeracion de unidades de transporte. Tiene
como limite natural al Oeste el lago Morona Cocha y por el Noroeste la
calle Alzamora hasta Navarro Cauper, Av.28 de julio, Av. La Marina,
Tacna y Plaza Bolognesi constituyendo el 11,16% de la superficie total de

la ciudad®4).

Por otra parte, en la zona periurbana se crearon asentamientos humanos,
los cuales se iniciaron como invasiones®?, Se expande hacia los costados
de la ciudad, por el norte hacia el distrito de Indiana, por el sur hacia el
aeropuerto Francisco Secada Vigneta y a lo largo de las carreteras Santa

Clara, Santo Tomas y entre los km 3 y 5 de la carretera Iquitos — Nauta.
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Esta zona conserva paisajes caracteristicos del ambiente rural amazoénico
y representa el 10.36% de superficie intervenida, donde se crian peces en

estanques y aves en galpones®?,

3.4.2. Nauta
La ciudad de Nauta se encuentra ubicado a 04° 30' 24" de latitud Sur y
73° 34' 32" longitud Oeste. Es un centro urbano de segundo rango y forma
parte del Sistema Urbano del Departamento de Loreto. Se organiza sobre
un espacio entre el rio Marafon, las quebradas Gasparito y Zaragoza. En
cuanto al tipo de asentamiento predominante, Nauta presenta un centro
urbano tipicamente nucleado que se ubica dentro de espacios
consolidados, es decir una zona urbana y una zona de expansion o

periurbana“o),
Caracterizaciéon de la zona urbanay periurbana

En la zona urbana se ubican gran parte de las edificaciones publicas, en
el que la poblacibn se dedica a las actividades administrativas y
comerciales; la mayoria de las edificaciones son de material noble y
cuentan con todos los servicios basicos, incluido el recojo de basura y
servicios de Internet. La zona periurbana se caracteriza por presentar
viviendas de material regional y carente de gran parte de los servicios
urbanos basicos y sus pobladores se dedican a actividades econdmicas

primarias®6)-
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Figura 1. Lugares de muestreo en la ciudad de lquitos y Nauta, Loreto - Pera.
URB: Zona urbana, PER: Zona periurbana (Anexo N° 2).




3.5. Procedimientos de recoleccidon de datos

Para la recoleccion de datos se emplearon 2 fases: Campo y laboratorio. La

fase de campo se realiz6 como parte del proyecto de tesis doctoral titulada

“Multiples Escalas de Biodiversidad de Aves en Ciudades del Peru”, realizado

por la Blga. Natalia Casandra Piland Chicchon, Dra., donde nosotras

formamos parte del equipo de trabajo de investigacion como tesistas de

pregrado, dedicadas a la instalacion de las redes de neblina, captura,

identificacion y toma de muestra de sangre de las aves.

3.5.1. Fase de campo

La presente investigacion se ejecuté en diez lugares de capturas de las
aves, tanto para Iquitos como para Nauta. Se clasificaron los lugares
segln el Plan de Desarrollo Urbano de ambas ciudades (PDU)®“4(46),
teniendo en cuenta la presencia de areas verdes.

En la zona urbana de Iquitos se muestrearon en cinco lugares: Cerro
Palmeras, Colegio Las Malvinas, EsSalud Hospital Ill, Clinica Ana Stahl
y Recreo Circulo Militar de Pampachica - Certes. La zona periurbana
también conto con cinco lugares de muestreo: Zona baja del Boulevard,
Nina Rumi, Facultad Ciencias Bioldgicas, Facultad Ciencias Forestales
y Facultad Farmacia (Anexo N° 3).

En la zona urbana de Nauta se muestrearon 5 lugares: Colegio Rosa
Licencia, Hospedaje Plaza Inn, Colegio Rosa Licencia/Laguna Sapi
Sapi, Laguna Sapi Sapi y la Facultad de Sistemas e Informatica. En la

zona periurbana fueron: DIRANDRO, Colegio Huadadapayro (Regina
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Leonor), Zaragosa, Junta Vecinal San Rafael y Junta Vecinal Casiciaco

(Anexo N° 4).

a) Instalacion de redes de neblina

Se trabajo el siguiente procedimiento:

Se colocaron 13 redes de neblina en serie, dependiendo del
lugar de muestreo en zonas urbanas y periurbanas de ambas
ciudades.

Se activaron las redes de neblina desde las 05:00 hasta las
11:00 horas de la mafiana.

Se revisaron las redes de neblina cada 15 a 20 minutos para
no perturbar el ambiente y obtener una mejor captura de las

aves®”):

b) Captura e identificacion del ave

Para la manipulacion y extraccion del ave de la red de neblina se

procedio de la siguiente manera:

Retiramos cuidadosamente las patas, posteriormente las alas
y por ultimo la cabeza, con total paciencia y cautela para evitar
causar algun dafio al ave®”) (Anexo N° 5).

Después de ello, colocamos al ave en una bolsa de tela,
apropiada para su traslado hacia el lugar de trabajo.
Realizamos la identificacion del ave con ayuda del libro de Aves

de Per®), Registramos los datos como lugar, hora y fecha de
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muestreo, cbédigo y nombre cientifico del ave en la ficha de

campo (Anexo N° 6).

c) Toma de muestra sanguinea

- Manipulamos cautelosamente al ave, extendiendo el ala
izquierda para ubicar la vena braquial.

- Procedimos a la puncién venosa con una aguja de 25Gx5/8 8
(Anexo N° 7a). Una vez realizada la puncion con la ayuda de
un capilar heparinizado, absorbimos la muestra sanguinea del
ave para realizar el frotis (Anexo N° 7Db).

- Presionamos levemente la zona de puncion para evitar el
sangrado; posteriormente, suministramos un polvo coagulante
para cicatrizar y evitar infectar la zona de puncion.

- Dejamos descansar al ave por dos minutos, para luego
liberarla.

- Colocamos una pequeiia muestra de sangre en el papel
Whatmann y en la lamina porta-objeto realizamos el frotis con
la ayuda de otra ldmina auxiliar, haciendo contacto con la gota
de sangre para extenderla a un angulo de 45° (Anexo N° 7c).

- Cortamos una parte de las plumas de la cola del ave para
liberarla y evitar su recaptura (Anexo N° 7d).

- Dejamos secar el frotis a temperatura ambiente por un lapso de
10 minutos.

- Rotulamos la lamina con su respectivo codigo.

- Fijamos la muestra con metanol por 1 minuto, dejando secar de

5 a 10 minutos a temperatura ambiente“®),
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3.5.2. Fase de Laboratorio

Las muestras de sangre colectadas fueron llevadas y procesadas en el
laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP).

Para la identificacion de los géneros Plasmodium y Haemoproteus en
estadios inmaduros no se logré diferenciar porque las estructuras

observadas fueron similares en ambos hemoparasitos.

a) Tincion del frotis sanguineo
Procedimos a la tincién de las muestras de sangre de la siguiente
manera®“®):

- Preparamos 100 ml de colorante Giemsa, utilizando 10 ml de
la Solucion madre de Giemsa en 90 ml en agua tamponada con
pH 7.2 (Anexo N° 8a).

- Vertimos el colorante sobre las ldminas fijadas dejandolo actuar
por 25 minutos (Anexo N° 8b).

- Lavamos los frotices con agua destilada cuidadosamente
evitando que quedaran residuos en ellas.

- Finalmente, dejamos secar a temperatura ambiente (Anexo N°

8c).

b) Identificacion de hemoparasitos por microscopia
- Realizamos la busqueda de los hemoparasitos empleando
microscopios de la marca Leica, con objetivo de 100X

utilizando aceite de inmersion (Anexo N° 9).
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- Revisamos completamente cada uno de los frotices para evitar
gue infecciones bajas pasen desapercibidas.

- Creamos un registro fotografico por cada parasito encontrado
y tomamos los datos de la lamina con resultado positivo de
hemoparasitos en la ficha de laboratorio (Anexo N° 10).

- Para la identificacion de los géneros de hemoparasitos, se
utilizé el libro “Avian Malaria Parasites and Other
Haemosporidia”®), posteriormente confirmamos los resultados

de cada ave con el PhD. Alfonso Marzal.

c) ldentificacion de hemopardasitos por pruebas moleculares

Las muestras de sangre de las aves fueron conservadas en papel
Whatmann y se enviaron al Laboratorio de Zoologia de la
Universidad de Extremadura — Espafia para ser analizadas
mediante la técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) por el
Blgo. Alfonso Marzal Reynolds, PhD., utilizando el protocolo
modificado de Hellgren O et al. (2004)“% (Anexo N° 11).

Mediante la técnica PCR no se pudo detectar diferencias en los
hemoparasitos Plasmodium y Haemoproteus debido a que los
primers amplifican ambos géneros y es necesaria una

secuenciacion de ADN, la cual es muy costosa.
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3.6. Procesamiento y andlisis de los datos

La recopilacién de datos se hizo en la hoja de célculo de Microsoft Excel 2013.
Los resultados de prevalencia fueron elaborados por medio de cuadros y
gréaficos utilizando el analisis porcentual en el programa Excel. Para el analisis
estadistico de similitud se realiz6 mediante el programa Community Analysis

Package 4.0 (CAP).
3.7. Aspectos éticos

No existieron problemas éticos en la investigacién, los datos que se obtuvieron
en este estudio se registraron conforme a lo observado y encontrado, sin
ninguna alteracion. Para la captura y toma de muestra de sangre de las aves

se solicité permiso a SERFOR.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. ldentificacion de hemoparasitos en aves de las zonas urbanas y
periurbanas de la ciudad de Iquitos y Nauta, Loreto - Peru.
Dentro de los hemoparasitos registrados en aves de la ciudad de Iquitos y de
Nauta se identificaron a tres géneros del Orden Haemosporida: Plasmodium,
Haemoproteus y Leucocytozoon, y a un nematodo secernenteo de la familia

Filaridae en estadio de microfilaria (Tabla 1) (Anexo N° 12 — 16).

Tabla 1. Hemoparasitos identificados en aves de la ciudad de Iquitos y Nauta, Loreto

- Peru.
Filo Clase Orden Familia Género
Apicomplexa Aconoidasida Haemosporida  Plasmodiidae Plasmodium
Haemoproteidae Haemoproteus
Leucocytozoide Leucocytozoon
Nematoda  Secernentea Spirurida Filaridae No identificado

A continuacién, la tabla 2 presenta una visibn general sobre los tipos de
hemoparasitos encontrados en las aves en estudio de la ciudad de Iquitos y
Nauta, reportdndose los 4 hemoparasitos registrados en este estudio en

Ammodramus aurifrons.

Tabla 2. Hemoparasitos encontrados por especies de aves de la ciudad de lquitos y
Nauta, Loreto - Peru.

Especie de ave Hemoparasitos
Ammodramus . . Plasmodium/ C
X Plasmodium  Haemoproteus Leucocytozoon  Microfilaria
aurifrons Haemoproteus
Cacicus cela Plasmodium  Haemoproteus Plasmodium/ - Microfilaria
Haemoproteus
Thraupis . Plasmodium/
- Plasmodium Leucocytozoon
episcopus Haemoproteus
Troglodytes Plasmodium/
Haemoproteus Leucocytozoon
aedon Haemoproteus
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4.2. Indice de prevalencia y similitud de hemoparéasitos en aves de zonas

urbanas y periurbanas de la ciudad de Iquitos y Nauta, Loreto - Peru.

4.2.1. Prevalencia general de hemoparasitos aviares.
Se analizaron un total de 240 aves de cuatro especies diferentes
(Ammodramus aurifrons, n = 74; Cacicus cela, n = 39; Thraupis episcopus,
n = 95; Troglodytes aedon, n = 32). La prevalencia registrada fue de 25%
(60 de los 240 individuos analizados estuvieron infectados) (Tabla 3).
Existieron diferencias significativas en la prevalencia entre las especies
de aves estudiadas (Test de Chi-cuadrado: x> =32.146, g.l. =3, p <0.001),
siendo Cacicus cela la especie que presenté mayor prevalencia (43.59%),
seguido de Ammodramus aurifrons (40.54%), y en menor medida

Troglodytes aedon (15.62%) y Thraupis episcopus (8.42%) (Figura 2).

Tabla 3. Prevalencia de hemoparasitos en aves de la ciudad de Iquitos y Nauta.

Resultados N° de Prevalencia
individuos (%)
Con hemoparasitos 60 25
Sin hemoparasitos 180 75
Total 240 100
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p <0.001
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43.599
45 & 40.54%
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15 8.42%
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0
Cacicus cela Ammodramus Troglodytes Thraupis
aurifrons aedon episcopus

Prevalencia (%)

Especie de aves en estudio

X2 =32.146, g.I. = 3, p < 0.001

Figura 2. Prevalencia de hemoparasitos segun las especies de aves estudiadas
en la ciudad de Iquitos y Nauta.

A partir de los datos de la tabla 4, se evidencio la presencia de parasitos
sanguineos en las cuatro especies de aves estudiadas, resaltando a
Plasmodium como el género que infectd6 mas aves con una prevalencia
de 11.67% (28/240), seguido de Plasmodium/Haemoproteus con un
11.25% (27/240), Haemoproteus con 3.33% (8/240), microfilarias con
2.5% (6/240) y finalmente Leucocytozoon con 1.67% (4/240).

Tabla 4. Prevalencia de hemoparasitos por especie de ave de la ciudad de
Iquitos y Nauta.

Especie de ave

©
‘O
o Ammodram Cacicus Thraupis  Troglodytes S =
Hemoparasitos g aurifrons cela episcopus aedon Total IS S
(]
n= n= n=, n= a
74 % 39 % 95 % 32 &
Plasmodium 15 20.3 12 30.8 1 1.1 — — 28 11.67

Plasmodium / 16 216 5 128 6 63 3 94 27 11.25
Haemoproteus

Haemoproteus 3 4.1 4 10.3 - - 1 3.1 8 3.33
Leucocytozoon 1 1.4 - - 2 2.1 1 3.1 4 1.67
Microfilarias 2 2.7 4 10.3 - - - - 6 25
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En la tabla 5, se muestra el nUmero de aves con infeccidon simple o co-
infeccion segun la especie. De las 60 aves infectadas por hemoparasitos,
49 registraron infecciones simples (81.67%), mientras que 11 individuos
presentaron co-infeccion (18.33%). Aunque algunas especies de aves
presentaron un mayor porcentaje de co-infecciones superior a otras, no
hubo diferencias significativas en la proporcion de co-infecciones entre las
especies estudiadas (Test de Chi-cuadrado: x> =5.071, g.l. =3, p<0.167).
De 11 aves con co-infeccion, siete de ellas registraron Haemoproteus spp.
y Plasmodium spp., dos tuvieron Plasmodium / Haemoproteus y
Leucocytozoon, por ultimo, otros dos ejemplares reportaron Plasmodium

/ Haemoproteus y microfilarias.

Tabla 5. Prevalencia por tipo de infeccion de las especies de aves en estudio en

la ciudad de Iquitos y Nauta.

Tipo de  Ammodramus Cacicus Thraupis Troglodytes Individuos Prevalencia

infeccion aurifrons cela episcopus aedon infectados (%)
Infeccion 26 11 7 5 49 81.67
simple

Co- 4 6 1 0 11 18.33
infeccion

Total 30 17 8 5 60 100

Test de Chi-cuadrado: x? = 5.071, g.l. =3, p < 0.167

4.2.2. Prevalencia de hemoparasitos aviares vs. ciudad y zona de estudio.
Analizando de manera conjunta todas las especies de aves, se encontrd
qgue la prevalencia de hemoparasitos varié segun la ciudad de estudio
(Test de Chi-cuadrado: x? = 8.024, g.l. = 1, p = 0.005), siendo superior en

Nauta (32.79%) que en Iquitos (16.95%) (Tabla 6, Figura 3-a).
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Excluyendo a los individuos de la especie Cacicus cela para los analisis
(por estar presente exclusivamente en zona periurbana), se comprobo
que la prevalencia de hemoparasitos también varié segun la zona de
estudio de cada ciudad (Test de Chi-cuadrado: x> = 7.427,g.l. =1, p =
0.006), siendo superior en la zona urbana (31.94%) que en la zona

periurbana (15.50%) (Tabla 5, Figura 3-b).

Tabla 6. Numero de individuos no infectados e infectados de las especies

analizadas segun zonas de estudio en Iquitos y Nauta.

Ciudad Zona No Infectado Infectado Total
Iquitos Periurbana 55 12 67
Urbana 29 6 35
Periurbana 54 8 62
Nauta
Urbana 20 17 37
p =0.005 p =0.006
! ' 32.79% | " '
35 /9% 31.94%
30
g 25
8 20 S
é 16.95% 15.5%
= 15
o
o 10
5
0
Iquitos Nauta Periurbana Urbana
Ciudad de estudio Zona de estudio
¥x2=28.024,9.l.=1, p=0.005 x2=7.427,9.1.=1, p=0.006

Figura 3. Prevalencia de hemoparasitos en las especies de aves estudiadas
segun ciudad de estudio (n = 240) y segun zona de estudio (n = 201).
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La interaccion entre la ciudad y la zona de estudio mostré que en Iquitos
no hubo diferencias en la prevalencia de hemoparasitos entre zona
urbana (17.14%) y periurbana (17.91%) (Test de Chi-cuadrado: x? =
0.009, g.I. =1, p =0.923), mientras que en Nauta la prevalencia en la zona
urbana fue superior (45.94%) a la hallada en la zona periurbana (12.90%)
(Test de Chi-cuadrado: x? =13.403, g.I. =1, p < 0.001) (Tablas 6-7, Figura
4). Se realizd un analisis de regresion logistica para comprobar, de
manera conjunta, si la ciudad, la zona de estudio y la interaccion entre
ambas variables categoéricas influian de manera significativa en la
posibilidad de infeccion por hemoparasitos. Los resultados del modelo
indicaron que tanto la ciudad como la zona de estudio y su interaccion
explicaron de manera significativa la posibilidad de infeccion por

hemoparasitos (Tabla 6).

p=0.923 p <0.001
4 A \ 4 A \
>0 45.94%
45
40
g 35
o 30
o
€ 25
© 17.91% 17.14%
5 20 .
& 15 12.9%
10
5
0
Periurbana Urbana Periurbana Urbana
Iquitos Nauta

x2=0.009,g.l.=1,p=0923  x2=13.403,g.l. =1, p<0.001

Figura 4. Prevalencia de hemoparasitos segun zona de estudio en cada
ciudad (n = 201).
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Tabla 7. Regresion logistica de la probabilidad de infeccidbn por hemoparasitos

segun ciudad, zona y la interaccion de ambas variables (n = 240).

Variable B S.E. Wald g.l. p Exp (B)
Ciudad -1.413 0.557 0.441 1 0.011 0.243
Zona -1.747 0.502 12.095 1 0.001 0.174

Ciudad x Zona 1.800 0.745 5.839 1 0.016 6.050

4.2.3. Prevalencia de hemoparasitos vs. ciudad y zona de estudio
(Ammodramus aurifrons).
A continuacién, se analiza la posibilidad de infeccién por hemoparasitos
segun ciudad y zona de estudio de forma detallada para cada especie de

ave.

Se realiz6 un andlisis de regresion logistica para comprobar, de manera
conjunta, si la ciudad, la zona de estudio y la interaccion entre ambas
variables categoricas influian de manera significativa en la posibilidad de
infeccion por hemoparasitos en A. aurifrons (n = 74). Los resultados del
modelo muestran que tanto la ciudad como la zona de estudio explicaron
de manera significativa la posibilidad de infecciébn por hemoparasitos
(Tabla 8), siendo mayor la prevalencia en Nauta (51.51%) que en Iquitos
(31.70%), y en la zona urbana (53.13%) que en la periurbana (30.95%)
(Tabla 9, Figura 5). La interaccion entre la ciudad y la zona de estudio no
influy6 significativamente en la posibilidad de infeccion por hemoparasitos

(Tabla 8).
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Tabla 8. Regresion logistica de la probabilidad de infeccién por hemoparasitos

segun ciudad, zona y la interaccion de ambas variables en A. aurifrons.

Variable B S.E. Wald g.l p Exp (B)
Ciudad -1.584 0.778 4.150 1 0.042 0.205
Zona -1.689 0.770 4.809 1 0.028 0.185

Ciudad x Zona 1.753 1.058 2.748 1 0.097 0.773

Tabla 9. NUmero de individuos no infectados e infectados de A. aurifrons

analizados segun ciudad y zona de estudio en Iquitos y Nauta (n = 74).

A. aurifrons Zona No Infectado Infectado Total
Periurbana 19 9 28
Iquitos
Urbana 9 4 13
Periurbana 10 4 14
Nauta
Urbana 6 13 19
p=0.042 p=0.028
A A
60 4 \ 4 o\
51.51% 53.13%
50
g 40
© 31.7% 30.95%
iLC: 30
O
>
& 20
10
0
Iquitos Nauta Periurbana Urbana
Ciudad de estudio Zona de estudio

Figura 5. Prevalencia por hemoparasitos en A. aurifrons (n = 74) segun ciudad
y zona de estudio.

45



4.2.4. Prevalencia de hemoparasitos vs. ciudad (Cacicus cela).
Todos los ejemplares de C. cela fueron capturados en la zona periurbana.
Consecuentemente, Unicamente se pudo establecer comparacion de

prevalencia de hemoparasitos entre ciudades de estudio.

La prevalencia por hemoparasitos varié segun la ciudad de estudio en
ejemplares de C. cela (Test de Chi-cuadrado: x> = 10.665, g.l. =1, p =

0.001), siendo superior en Nauta (65.21%) que en Iquitos (12.5%) (Tabla
10, Figura 6).

p =0.001
A

~N
o

65.21%

D
o

(O]
o

B
o

30

Prevalencia (%)

20 12.5%

0
Iquitos Nauta

Ciudad de estudio

x?=10.665, g.I. =1, p = 0.001
Figura 6. Prevalencia de hemoparésitos en C. cela (n = 39) segun ciudad de
estudio.

Tabla 10. Numero de individuos no infectados e infectados de C. cela analizados
segun ciudad de estudio (n = 39).

C.cela No Infectado Infectado Total Prev(a;/lincia
0

lquitos 14 2 16 12.5

Nauta 8 15 23 65.21
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4.2.5. Prevalencia de hemoparasitos vs. ciudad y zona de estudio

(Thraupis episcopus).

Mediante un analisis de regresion logistica se comprobd, de manera
conjunta, si la ciudad, la zona de estudio y la interaccidon entre ambas
variables categoricas influian de manera significativa en la posibilidad de
infeccion por hemoparasitos en T. episcopus (n = 95). Los resultados del
modelo mostraron que ninguna de las variables analizadas influyé de
manera significativa en la posibilidad de infeccion por hemoparasitos
(Tabla 11). La prevalencia de hemoparasitos fue similar en Nauta (9.25%)
gue en lquitos (7.30%), y en la zona urbana (11.11%) que en la periurbana
(7.35%) (Tabla 12, Figura 7). La interaccion entre la ciudad y la zona de
estudio tampoco influyd significativamente en la posibilidad de infeccion

por hemoparasitos (Tabla 11).

Tabla 11. Regresion logistica de la probabilidad de infeccion por hemoparasitos

segun ciudad, zona y la interaccion de ambas variables en T. episcopus.

Variable B S.E. Wald g.l p Exp (B)
Ciudad -1.204 1.295 0.864 1 0.353 0.300
Zona -1.086 0.985 1.217 1 0.270 0.338
Ciudad x Zona 1.352 1.606 0.708 1 0.400 3.865

Tabla 12. Numero de individuos no infectados e infectados de T. episcopus

analizados segun ciudad y zona de estudio (n = 95).

T. episcopus Zona No Infectado Infectado Total
quitos Periurbana 23 2 25
Urbana 15 1 16
Periurbana 40 3 43
Nauta
Urbana 9 2 11
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4.2.6.

p=0.353 p=0.270
A A

\
11.11%

10 9.25%
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(o))

Iquitos Nauta Periurbana Urbana

Ciudad de estudio Zona de estudio

Figura 7. Prevalencia de hemoparasitos en T. episcopus (n = 95) segun ciudad
y zona de estudio.

Prevalencia de hemoparasitos vs. ciudad y zona de estudio
(Troglodytes aedon).

Se realizdé un analisis de regresion logistica para analizar, de manera
conjunta, si la ciudad, la zona de estudio y la interaccién entre ambas
variables categéricas influian de manera significativa en la posibilidad de
infeccién por hemoparasitos en T. aedon (n = 32). Los resultados del
modelo mostraron que ninguna de las variables analizadas influyé de
manera significativa en la posibilidad de infeccion por hemoparasitos.
Aunque la prevalencia de hemoparasitos fue mayor en Nauta (25%) que
en lquitos (10%), y en la zona urbana (23.07%) que en la periurbana
(10.53%), estas diferencias no fueron significativas (Tablas 13 - 14, Figura
8). La interaccion entre la ciudad y la zona de estudio tampoco influy6
significativamente en la posibilidad de infeccion por hemoparasitos (Tabla

13).
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Tabla 13. Regresion logistica de la probabilidad de infeccién por hemoparasitos

segun ciudad, zona y la interaccion de ambas variables en T. aedon.

Variable B S.E. Wald g.l p Exp (B)
Ciudad -0.693 1.378 0.253 1 0.615 0.500
Zona -0.470 1.396 0.113 1 0.736 0.625

Tabla 14. Numero de individuos no infectados e infectados de T. aedon
analizados segun ciudad y zona de estudio (n = 32).

T. aedon Zona No Infectado Infectado Total
Iquitos Periurbana 13 1 14
Urbana 5 1
Nauta Periurbana 1
Urbana 5 2
p=0.615 p=0.736
r A \ / A \
30
25%
25 23.07%
= 20
o
[S)
S 15
S 10% 10.53%
2 10
[a
5
0
Iquitos Nauta Periurbana Urbana

Ciudad de esudio Zona de estudio

Figura 8. Prevalencia de hemoparasitos en T. aedon (n = 32) segln ciudad y
zona de estudio.
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4.2.7. Similitud de hemoparasitos entre aves de zonas urbanas vy
periurbanas de la ciudad de Iquitos, Loreto - Peru.
El analisis de componentes principales indicé que la variabilidad en la
muestra puede ser explicada al 77.5% en el ler componente y el 16.2%
en el 2do componente, en conjunto pueden explicar el 93.8% de
variabilidad entre las zonas urbanas (Urb) y periurbanas (Per). El ler
componente indico que Plasmodium/Haemoproteus fue el mas importante
0 abundante en la zona periurbana, asimismo, el 2do componente indico
qgue Plasmodium spp. fue el mas abundante en la zona periurbana. La
comparacion entre la zona urbana y periurbana de la ciudad de Iquitos
mostré que hay diferencia entre ambas zonas (ANOSIM, p = 0.01). En
resumen, hay diferencia en los hemoparasitos de aves en la zona urbana
y periurbana de la ciudad de lIquitos, Plasmodium/Haemoproteus y

Plasmodium spp. estan mas presentes en las aves periurbanas (Figura
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Figura 9. Andlisis de componentes principales de los hemoparasitos de aves en

las zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de lquitos, Loreto - Peru.
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4.2.8. Similitud de hemoparasitos entre aves de zonas urbanas vy
periurbanas de la ciudad de Nauta, Loreto - Perd.
El analisis de componentes principales indicé que la variabilidad en la
muestra puede ser explicada al 79.3% en el 1er componente y 20.1% en
el 2do componente; en conjunto, ambos componentes pueden explicar el
99.4% de variabilidad entre las zonas urbanas (Urb) y periurbanas (Per).
El 1er componente indicoé que Plasmodium spp. fue el mas importantes o
abundante en la zona periurbana. Asimismo, el 2do componente indico
que Plasmodium/Haemoproteus fue el mas abundante en la zona
periurbana. La comparacion entre la zona urbana y periurbana de la
ciudad de Nauta mostré que no hay diferencia entre ambas zonas
(ANOSIM, p = 0.45). En resumen, no hubo diferencia en los
hemoparasitos de aves en la zona urbana y periurbana de la ciudad de
Nauta, y los hemoparasitos Plasmodium spp. y
Plasmodium/Haemoproteus estdn mas presentes en las aves urbanas y

periurbanas (Figura 10).
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en las zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de Nauta, Loreto - Peru.
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4.3. Diferenciacion de los indices de hemoparéasitos de las zonas urbanas y
periurbanas de la ciudad de lquitos y Nauta, Loreto - Peru.
En el analisis de todas las especies de aves en ambas ciudades, se observo
una prevalencia baja en Iquitos (16.95%) y media en Nauta (32.79%).
Asimismo, para el analisis de zonas urbanas y periurbanas, fueron excluidos
los individuos de la especie Cacicus cela, donde se registré una prevalencia

baja en zonas periurbanas (15.50%) y media en zonas urbanas (31.94%).

En la ciudad de Iquitos se evidenci6 prevalencias bajas en ambas zonas, siendo
ligeramente mayor en zona periurbana (17.91%), que en urbana (17.14%), sin
diferencia estadisticamente significativa (p = 0.923). Mientras que, en Nauta la
prevalencia fue baja en zona periurbana (12.90%) y alta en zona urbana

(45.94%), con diferencia estadistica significativa (p = 0.001).

Ademas, el analisis de componentes principales (ACP), mostr6 para cada
ciudad los principales hemoparasitos segun su abundancia. En la ciudad de
Iquitos existié variabilidad conjunta al 93.8% entre las zonas urbanas y
periurbanas, estando el ler componente al 77.5% y el 2do al 16.2%. El
hemoparasito mas abundante fue Plasmodium/Haemoproteus en la zona
periurbana en el 1er componente y Plasmodium spp. en la zona periurbana en
el 2do componente. El andlisis de similitud evidencié diferencia estadistica (p =
0.01) entre ambas zonas, donde las zonas (los puntos azules y rojos) se
encuentran  dispersos en el grafico, lo que indicO que
Plasmodium/Haemoproteus fue el mas abundante entre las zonas. Mientras
gue, en Nauta indico una variabilidad conjunta al 99.4% entre las zonas urbanas
y periurbanas, estando el ler componente al 79.3% y el 2do componente el

20.1%. El hemoparasito mas abundante fue Plasmodium spp. en la zona
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periurbana en el ler componente y Plasmodium/Haemoproteus en la zona
periurbana lo fue en el 2do componente. El analisis de similitud (p = 0.45)
evidenciéo que no hay diferencia estadistica entre ambas zonas, donde las
zonas (puntos azules y rojos) se encontraron agrupados en el grafico,

encontrandose a Plasmodium spp. como el mas abundante entre las zonas.
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CAPITULO V: DISCUSION

La presente investigacion es una de las primeras en estudiar hemoparasitos en
aves de las zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de Iquitos y Nauta. En este
estudio se determind una baja prevalencia (25%) de infeccion por hemoparasitos.
Este resultado es ligeramente superior a lo encontrado en otros estudios en Per;
como Lima®, Madre de Dios*® y Loreto*®, donde reportaron prevalencias de
24.82%, 10% y 16.25% respectivamente, realizados en habitats diferentes a
nuestro estudio. En otros paises del Neotrépico como Brasil® y Venezuela®®;
registraron prevalencias bajas y medias (16.94% y 46%). Mientras que, en
Espaiia®?, la prevalencia fue superior (59%). Las bajas prevalencias de parasitos
sanguineos registradas en paises neotropicales pueden deberse a la gran
diversidad de especies de aves presentes en estas zonas, como lo afirman Inga W.
201718; Chang D. 201709; Praderes G. 20161%. Ademas, demostrarian un

equilibrio entre hospedero, parasito y vector?),

Existieron diferencias significativas en la prevalencia de infeccién en las cuatro
especies de aves en estudio. El ave mas infectada por hemoparasitos fue Cacicus
cela (43.59%), seguido de Ammodramus aurifrons (40.54%), registrando a
Plasmodium, Haemoproteus y Plasmodium/Haemoproteus como los mas comunes.
Las otras dos aves en estudio, Thraupis episcopus y Troglodytes aedon mostraron
prevalencias menores, 15.62% y 8.42%, correspondientemente, registrandose a
Plasmodium/Haemoproteus como el mas comun. Cabe mencionar que, en A.
aurifrons, T. episcopus y T. aedon se encontrd Leucocytozoon, y en C. celay A.
aurifrons a microfilarias. Es decir, las cuatro especies de aves en estudio mostraron

infecciones por hemoparasitos. Del mismo modo, Ricopa & Villa (2016) en la
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RNAM, mencionan que el ave mas parasitada fue Cacicus cela con Plasmodium
(3.75%), Haemoproteus (0.42%), microfilarias (2.08%) y
Plasmodium/Haemoproteus (0.42%)18), siendo estas prevalencias similares a lo
encontrado en nuestro estudio. A diferencia, Romero A (2019), estudid la
prevalencia y analisis filogenético de hemoparasitos en colonias de C. cela en 4
lugares de la carretera Iquitos - Nauta, mostrando una prevalencia alta de
Plasmodium (83.1%)@°). De acuerdo con lo mencionado por Bennett G.1978, citado
por Romero A. 2019 y Chang D. 2017, los mosquitos utilizan estrategias olfativas,
como la atraccion hacia el COz, por lo que la tendencia a la formacion de colonias
reproductivas, como es en el caso de los paucares, podria aumentar la atraccion
de los vectores y con ello elevar la tasa de transmisién y prevalencia de

hemoparasitos®9)6)50),

El hemoparasito méas prevalente en este estudio fue Plasmodium spp. con 11.67%
de los 240 individuos muestreados, seguido de Plasmodium/Haemoproteus con
11.25%, Haemoproteus con 3.33%, microfilarias con 2.5% y Leucocytozoon con
1.67%. Cabe indicar que, en el caso de Plasmodium/Haemoproteus no se logro
diferenciar ambos géneros porque no se realiz6 secuenciamiento de ADN.
Asimismo, en bosques primario y secundario de la Reserva Nacional Allpahuayo
Mishana (RNAM) (Ricopa & Villa, 2016), reportaron como hemoparasito mas
predominante a Plasmodium con 10%, seguido de Haemoproteus con 2.9%,
microfilarias 2.5% y 0.83% de Plasmodium/Haemoproteus*®. Del mismo modo, en
tres zonas forestales de Madre de Dios se reportd a Plasmodium con 5.7% como
el mas abundante, seguido de Haemoproteus con 2.9% y Leucocytozoon con
1.5%6), En zonas neotropicales como Brasil®? y Venezuela®® reportaron también

a Plasmodium como el mas prevalente. En contraste, en regiones palearticas
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registraron a Haemoproteus y Leucocytozoon como los hemoparasitos mas
abundantes®®)- Estas diferencias estarian relacionadas con la composicién de las
comunidades de vectores, mosquitos culicidos para Plasmodium, mosquitos
ceratopogoénidos y moscas hipobdscidos para Haemoproteus, y moscas simulidos
para Leucocytozoon; estos parasitos son cosmopolitas y se encuentran en todos
los continentes, excepto en la Antartida®). Los factores asociados a la distribucién
de vectores aviares puede estar determinada por la diversidad de hospederos
intermediarios (aves) y definitivos (vectores), también por factores ambientales
como temperaturas, precipitaciones y tipo de habitat (cobertura vegetal, cuerpos de
agua Yy/o rios), ademas puede estar facilitada por la migracion de aves y estar
restringida por barreras biogeograficas®?. En la actualidad, no se conocen sobre
los vectores responsables de la transmision de los hemoparasitos en nuestra zona,

por lo que es importante hacer estudios relacionados en este tema.

Este estudio reporta por primera vez en la ciudad de Iquitos y Nauta la presencia
de Leucocytozoon en A. aurifrons, T. episcopus y T. aedon, aunque con baja
prevalencia (1.7%). En el Peru, en pavos de granjas comerciales de la ciudad de
Lima y alrededores®®, se quiso comprobar la presencia de Leucocytozoon, con
resultados negativos. Hasta el afio 2015, no se reportd dicho parasito en nuestro
pais®?, Tiempo después, en Columba livia “palomas de Castilla” de Lima, se
hallaron los primeros casos de Leucocytozoon, aunque con baja prevalencia
(1.9%)@D, Ese mismo afio, en Madre de Dios registraron a este hemosporidio con
14% de prevalencia en Thraupis’®). Sin embargo, en Colombia, 7 de 8 individuos
de Turdus fuscater estuvieron infectados con Leucocytozoon, registrandose una
prevalencia alta (87.5%), confirmando el primer hallazgo para la sabana

colombiana®, Al sur de Espafia, se reporta a Leucocytozoon con 30% de
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prevalencia en Passer domesticus “gorriones comunes”?%, En este contexto, la
baja prevalencia de Leucocytozoon en la presente investigacion se explicaria por
la escasez de vectores ornitofilicos apropiados en zonas neotropicales,
encontrandose mayores prevalencias en el Neartico y Paleartico, donde si hay una
mayor presencia de estos vectores®?, Ademas, las infecciones por Leucocytozoon
en zonas calidas como Loreto se podria explicar por la presencia de aves
migratorias infectadas que los transportan de otras zonas donde la prevalencia es
alta®; confirmandose por el tiempo de muestro de este estudio, que fueron de
febrero a mayo, meses que coinciden con el desplazamiento de las aves

procedentes de la region neartica a nuestro pais®3).

Las co-infecciones fueron halladas en 11 de las aves examinadas, resultando A.
aurifrons, C. cela y T. episcopus con dos o tres hemoparasitos, sin significancia
estadistica (p < 0.167). Siete de ellas registraron Haemoproteus y Plasmodium, dos
tuvieron Haemoproteus/Plasmodium y Leucocytozoon, otros dos ejemplares
reportaron Haemoproteus/Plasmodium y microfilarias. Resultados similares fueron
encontrados por Carlos Nancy en Lima, quien reportd biparasitismo por
Haemoproteus y Plasmodium y triparasitismo, por Haemoproteus, Plasmodium y
Leucocytozoon en Columba livia®). En Venezuela, Praderes encontré una
infeccién mixta por Plasmodium y microfilarias!¥). Estas coinfecciones son poco
frecuentes y pueden suceder posiblemente por una especificidad en los
hemoparasitos hacia ciertas especies de aves. Es por ello, desde el uso de técnicas
moleculares para la deteccion de parasitos sanguineos han aumentado el nUmero

de coinfecciones y en efecto pudieron estar subestimadas®).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la

prevalencia de infeccion por hemoparasitos segun la ciudad y zona de estudio. Es
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decir, en Nauta la prevalencia fue mayor (32.79%) que en Iquitos (16.95%), asi
como en la zona urbana fue mayor (31.94%) que en la periurbana (15.50%). Cabe
mencionar que, para el andlisis de las zonas de estudio se excluyeron a C. cela,
porque fueron capturados Unicamente en zona periurbana. Mientras que al
relacionar la prevalencia de hemoparasitos entre la ciudad y la zona de estudio se
observd que en Iquitos no hubo diferencias entre zona urbana (17.14%) y
periurbana (17.91%); sin embargo, en Nauta la prevalencia en zona urbana fue
superior (45.94%) a la periurbana (12.90%). El analisis de regresion logistica
comprobd, de manera conjunta, que la ciudad, la zona de estudio y su interaccién
influyeron de manera significativa en la posibilidad de infeccion por hemoparasitos.
Asimismo, segun este andlisis, solo en A. aurifrons se comprob6 que tanto la ciudad
como la zona de estudio mostraron significancia estadistica en la posibilidad de
infeccion por hemoparasitos. Mientras que, C. cela demostré significancia
estadistica Unicamente entre ciudades. Sin embargo, la interaccion entre la ciudad
y la zona no mostré significancia estadistica en las cuatro aves estudiadas. Estos
resultados concuerdan con la investigacion desarrollada en Brasil, donde se
registraron prevalencias en tres areas de estudio: Cerrado urbanizado (54.7%),
Cerrado de transicidon (50.2%) y Cerrado Intacto (41.4%), con diferencias
significativas®®. Por el contrario, en el PerG analizaron “palomas de Castilla” y
obtuvieron 100% de infeccion en aves de zona rural y 87.5% en aves de zona
urbana, sin diferencia estadistica significativa entre ambos lugares@d). A esto se
suma, una investigacién en “gorriones comunes” donde la prevalencia fue de 67%
en individuos provenientes de un habitat natural, 60% en los de habitat rural y 52%
en los de habitat urbano®). Aungue algunos estudios encontraron una menor

prevalencia de infeccion en aves en ambientes urbanos que en habitats no
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urbanos®968) nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores
gue muestran una mayor probabilidad de infeccién por hemosporidios en aves que
habitan zonas mas urbanas o antropizadas. Por ejemplo, Hernandez-Lara et al.
(2017)G7 registraron una mayor prevalencia y parasitemia en el saltén gargantillo
(Arremon brunneinucha) de bosques urbanos en comparacion con bosques
preservados con menor grado de antropizacion. Igualmente, Tinajero et al.
(2019)48) encontraron una mayor prevalencia de infeccion por Haemoproteus
tinnunculi en cernicalos americanos (Falco sparverius) que habitaban en areas
urbanizadas en comparacion con individuos que vivian en zonas no urbanas. Estas
diferencias en infeccién entre habitats urbanos y periurbanos podrian explicarse
porque las aves que viven en zonas urbanas podrian mostrar un sistema
inmunitario comprometido, lo que favoreceria la adquisicién de la infeccion por
hemosporidios. En este sentido, las alteraciones de los habitats por accion humana
(cambios en el uso del suelo, urbanizacion) se han identificado como factores
estresantes para las aves, que pueden afectar negativamente la respuesta
inmunitaria de las mismas®? y aumentar la probabilidad de infeccién por parasitos
hemosporidios®?. Asimismo, la mayor presencia de contaminantes en zonas de
mayor grado de urbanizacién podria afectar la funcion inmunoldgica y hacer que

las aves sean propensas a adquirir nuevas infecciones por hemosporidios®(®1),

Segun el analisis de componentes principales (ACP), existid6 una diferencia
estadistica significativa en los hemoparasitos de las aves procedentes de ambas
zonas de lquitos, encontrandose a Plasmodium/Haemoproteus y Plasmodium
como los parasitos mas abundantes en la zona periurbana. En Nauta
Plasmodium/Haemoproteus y Plasmodium también fueron los mas frecuentes, pero

en ambas zonas de estudio, sin diferencia estadistica significativa. Estos hallazgos
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probablemente se deban a factores estructurales de la ciudad de Iquitos y Nauta;
evidenciandose en lo reducido que es el casco urbano de Nauta, en tanto que, en
Iquitos se observa una zona urbana mucho mas extensa y delimitada por los cuatro
distritos. En tal sentido, la zona periurbana de Nauta esta considerablemente cerca
a la urbanay por lo tanto las mismas aves pueden habitar en ambos lugares. A esto
se suma la caracterizacion de sus espacios periurbanos, los cuales presentan mas
cobertura vegetal que en lquitos, observandose el adentramiento del bosque hacia

la urbe de Nauta, lo cual se aprecia en el mapa de ambas ciudades®®“® (Figura 1).

Finalmente, los resultados del presente estudio confirman la hipétesis de que los
hemoparasitos aviares registrados son diferentes en las zonas urbanas y

periurbanas de la ciudad de lquitos y Nauta.
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1.

CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Se identificaron los siguientes hemoparasitos: Plasmodium,
Haemoproteus, Plasmodium/Haemoproteus, Leucocytozoon vy

microfilarias.

La prevalencia de hemoparasitos fue baja (25%) en las aves capturadas
de zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de Iquitos y Nauta, donde
se reportaron los siguientes hemoparasitos: Plasmodium con (11.67%),
Plasmodium/Haemoproteus  (11.25%), Haemoproteus  (3.33%),
microfilarias (2.5%) y Leucocytozoon (1.67%). Este ultimo, se registré por

primera vez en la region Loreto.

Existié diferencia significativa en la prevalencia de hemoparasitos entre
ambas ciudades de estudio, en Nauta (32.79%) y en Iquitos (16.95%). En
cuanto a las zonas, la zona urbana fue la mas prevalente en infecciones

(31.94%) siendo menor en la zona periurbana (15.50%).

Los hemoparasitos similares en ambas zonas de Iquitos fueron
Plasmodium/Haemoproteus y Plasmodium con significancia estadistica,
asi también en ambas zonas de Nauta, fueron similares los mismos

pardsitos, pero sin significancia estadistica.
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CAPITULO VII: RECOMENDCIONES

Es preciso utilizar técnicas de secuenciamiento para conocer los linajes
genéticos de hemoparasitos aviares.

Continuar con mas estudios de hemoparasitos aviares en zonas urbanas y
periurbanas, con un mayor nimero de especies de aves.

Es importante realizar estudios sobre los vectores de hemoparasitos aviares

en estas zonas.
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ANEXOS

Anexo 1. Resolucion SERFOR de captura y toma de muestra sanguinea de
aves

RESOLUCION DE DIRECCION GENERAL
N° /ﬂ// -2018-MINAGRI-SERFOR-DGGSPFFS

VISTO:

La solicitud de modificacién de la Resolucion de Direccion General N° 020-2017-
SERFOR/DGGSPFFS, presentada por la Srta. Natalia Casandra Piland Chicchén, y el
Informe Técnico N° 0238-2018-MINAGRI-SERFOR/DGGSPFFS-DGSPFS, de fecha 26 de
marzo de 2018; vy,

CONSIDERANDO:

Que, el articulo VIII del Titulo Preliminar, del Texto Unico Ordenado de la Ley N° 27444
Ley del Procedimiento Administrativo General, aprobado mediante Decreto Supremo N° 006-
2017-JUS, indica que las autoridades administrativas no podran dejar de resolver las
cuestiones que se les proponga, por deficiencia de sus fuentes; en tales casos, acudiran a los
principios del procedimiento administrativo previstos en esta Ley; en su defecto, a otras fuentes
supletorias del derecho administrativo, y sélo subsidiariamente a éstas, a las normas de otros
ordenamientos que sean compatibles con su naturaleza y finalidad;

Que, el Decreto Supremo N° 007-2013-MINAGRI, modificado por el Decreto Supremo
N° 016-2014-MINAGRI, aprobo el Reglamento de Organizacion y Funciones - ROF del Servicio
Nacional Forestal y de Fauna Silvestre - SERFOR, el mismo que en su literal “g” del articulo
53°, sefiala como una de las funciones de la Direccién General de Gestion Sostenible del
Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre, la de otorgar permisos de investigacion o de difusion
cultural con o sin colecta de flora y fauna silvestre y sus recursos geneticos;

Que, mediante Resolucién de Direccion General N° 020-2017-SERFOR/DGGSPFFS,
de fecha 26 enero de 2017, se otorgd la autorizacién con fines de investigacion cientifica de
fauna silvestre a la sefiorita Natalia Casandra Piland Chicchén, correspondiéndole el Codigo de
Autorizacion N° AUT-IFS-2017-007, la cual comprende la captura temporal para la toma de
muestras de plumas y sangre entera de aves de las siguientes especies: Turtupilin
(Pyrocephalus rubinus), Violinista (Thraupis episcopus), Cucarachero (Troglodytes aedon),
Mielerito (Conirostrum cinereum), Mielero (Coereba flaveola), Gorrion de ceja amarilla
(Ammodramus aurifrons) y Garrapatero (Cacicus cela), con un maximo de capturas de hasta
300 individuos por especie; fuera de Areas Naturales Protegidas, en la zona de
amortiguamiento de la Reserva Nacional Pacaya Samiria; solicitada como parte del proyecto
titulado: "Biodiversidad Urbana en los Neotropicos”, a ser realizado en los distritos de Ancon,
Santa Rosa, Ventanilla, Callao, La Punta, Carmen de la Legua-Reynoso, Bellavista, La Perla,
Carabayllo, Puente Piedra, San Martin de Porres, Los Olivos, Comas, Independencia, San
Juan de Lurigancho, Lima, Brefia, Rimac, El Agustino, San Miguel, Pueblo Libre, Jesus Maria,
Magdalena del Mar, Lince, La Victoria, San Luis, San Isidro, Miraflores, Surquillo, Barranco,
San Borja, Santiago de Surco, Chorrillos, Santa Anita, Ate, La Molina, Lurigancho-Chosica,
Chaclacayo, Cieneguilla, Pachacamac, San Juan de Miraflores, Villa Maria del Triunfo, Villa el
Salvador, Lurin, Punta Hermosa, Punta Negra, San Bartolo, Santa Maria del Mar y Pucusana,
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en las provincias de Lima y Callao y los distritos de Huacho, Huaura, Santa Maria, Hualmay y
Carquin, en la provincia de Huaura, departamento de Lima, asi como los distritos de Iquitos,
Belén, Punchana y San Juan Bautista, provincia de Maynas, y distrito de Nauta, provincia de
Nauta, departamento de Loreto, por el periodo de tres (03) afios y seis (06) meses; contados a
partir del dia siguiente de la notificacién de dicha Resolucion;

Que, mediante carta s/n, ingresada el 13 de marzo del 2018, la sefiorita Natalia
Casandra Piland Chicchén solicita la modificacion de la Resolucion de Direcciéon General N°
020-2017-SERFOR/DGGSPFFS, para la inclusion de dos (02) investigadores asociados y
diecisiete (17) especies adicionales dentro del mismo plan de investigacion;

Que, el Informe Técnico N° 0238-2018-MINAGRI-SERFOR-DGGSPFFS/DGSPFS, de
fecha 26 de marzo de 2018, emitido por la Direccion de Gestién Sostenible del Patrimonio de
Fauna Silvestre, concluye que la solicitante ha cumplido con presentar la informacion y
sustento necesario y dentro de los plazos establecidos, para la inclusién de nuevos
investigadores y especies para muestreo, para la modificacién de la Resolucion de Direccion
General N° 020-2017-SERFOR/DGGSPFFS, la cual aprobé el proyecto: "Biodiversidad Urbana
en los Neotropicos” y finalmente recomienda se apruebe la solicitud presentada por la Srta.
Piland; y,

En uso de las atribuciones conferidas por el articulo 53° del Reglamento de
Organizacién y Funciones del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre-SERFOR,
aprobado por Decreto Supremo N° 007-2013-MINAGRI, el mismo que en su literal “g” del
mencionado articulo sefiala como una de las funciones de la Direccion General de Gestion
Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre, la de otorgar permisos de
investigacion o de difusion cultural con o sin colecta de flora y fauna silvestre y sus recursos
genéticos.

SE RESUELVE:

Articulo 1°.- Modificar la Resolucién de Direccion General N° 020-2017-SERFOR/
DGGSPFFS, de fecha 26 de enero del 2017, la cual aprueba el proyecto de investigacién:
"Biodiversidad Urbana en los Neotropicos”, en su Articulo 2, incluyendo la captura temporal
para la toma de muestras de plumas y sangre entera de hasta trescientos (300) individuos de
las siguientes especies: Camptostoma obsoletum, Columbina talpacoti, Columbina cruziana,
Dives warszewiczi, Mimus longicaudatus, Molothrus bonariensis, Myiozetetes similis, Passer
domesticus, Sicalis flaveola, Sporophila castaneiventris, Sporophila telasco, Turdus ignobilis,
Tyrannus melancholicus, Volatinia jacarina, Zenaida auriculata, Zenaida meloda y Zonotrichia
capensis; asi como incorporando a los siguientes investigadores:

NOMBRE FUNCION NACIONALIDAD DOC. N°
XIOMARA ALMENDRA VALDIVIA ZAVALETA Tesista Peruana DNI 70433123
FRANCISCO ALCION VASQUEZ AREVALO Colaborador Peruana DNI 71848536

69



Articulo 2°.- Mantener vigente en todos sus demas extremos la R.D.G. N° 020-2017-
SERFOR/DGGSPFFS (26.01.2017).

Articulo 3°.- El incumplimiento de los compromisos adquiridos podra ser causal para
denegar futuras autorizaciones a nivel institucional, sin perjuicio de ejercer las acciones
administrativas, civiles o penales que correspondan.

Articulo 4°.- Notificar la presente Resolucion de Direccién General a la Srta. Natalia
Casandra Piland Chicchén, a la Direccién General de Informacién y Ordenamiento Forestal y
de Fauna Silvestre y la Administracion Técnica Forestal y de Fauna Silvestre de Lima del
SERFOR, a la Direccién de Gestién de las Areas Naturales Protegidas del SERNANP y a la
Gerencia Regional de la Autoridad Regional Ambiental del Gobierno Regional de Loreto, para
su conocimiento, seguimiento y/o verificacion de ejecucion.

Articulo 5°.- Disponer la publicacion de la presente Resolucion en el Portal Web del
Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre: www.serfor.gob.pe.
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Anexo 2. Codigos de lugares de muestreo de Iquitos y Nauta

Ciudad Zona Lugar Cédigo YCoordenada;
CERTES-Ejército 1URB | -3.760961 | -73.263476
Cerro Las Palmeras 2 URB -3.76461 -73.25735
Urbano Clinica Ana Stahl 3 URB -3.73793 | -73.24288
Colegio Las Malvinas 4 URB -3.72595 | -73.24559
lquitos EsSalud Hospital 111 5 URB -3.71825 | -73.24514
Boulevard Tarapaca 1 PER -3.7509 -73.24323
Facultad Ciencias Biol6gicas 2 PER | -3.846634 | -73.36833
Periurbano | Facultad Ciencias Forestales 3 PER -3.82821 -73.37639
Facultad Farmacia y Bioquimica 4 PER -3.84014 -73.37858
Nina Rumi 5 PER -3.847 -73.38625
Colegio Rosa Licencia 1 URB -4.50513 -73.57926
Colegio Rosa Licencia/Laguna Sapi Sapi 2 URB -4.50476 | -73.57853
Urbano Facultad de Sistemas e Informética 3 URB | -4.502949 | -73.582964
Hotel Plaza Inn 4 URB -4.50704 -73.57479
Nauta Laguna Sapi Sapi 5URB | -4.504031 | -73.57811
Colegio Huadadapayro (Regina Leonor) 1 PER -4.51134 -73.58487
DIRANDRO 2 PER | -4.504516 | -73.569787
Periurbano | Junta Vecinal Casiciaco 3PER | -4.511727 | -73.590086
Junta Vecinal San Rafael 4 PER | -4.507659 | -73.584703
Zaragosa 5 PER -4.47213 | -73.59572
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Anexo 3. Lugares de muestreo de lquitos

a) Cerro Las Palmeras, b) Recreo Circulo Militar de Pampachica — CERTES, c) Nina Rumi, d)
Facultad Ciencias Bioldgicas, e) Facultad Ciencias Forestales y f) Facultad Farmacia y
Bioquimica.
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Anexo 4. Lugares de muestreo de Nauta

a) Colegio Rosa Licencia, b) Colegio Rosa Licencia/Laguna Sapi Sapi, ¢) Laguna Sapi Sapi, d)
Facultad de Sistemas e Informatica, e) Colegio Huadadapayro, f) Zaragosa, g) Junta Vecinal San
Rafael v h) Junta Vecinal Casiciaco.
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Anexo 5. Manipulacion y extraccion del ave de la red de neblina

Retiramos cuidadosamente las patas, posteriormente las alas y por ultimo la

cabeza, con total paciencia y cautela para evitar causar algun dafio al ave.
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Anexo 6. Ficha de campo

REGISTRO DE AVES

Fecha: /___ | Horas de trabajo: N° de red: Datos de clima:
Ciudad: Zona: Lugar de muestreo:
- . - Papel
Cadigo Especie de ave Lamina Whatmann Nota
Otros:
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Anexo 7. Toma de muestra sanguinea

a) Puncion de la vena braquial del ave, b) Colecta de muestra sanguinea con la
ayuda de capilar heparinizado, c) Elaboracion de frotis sanguineo y d) Corte de

una parte de la pluma de la cola.
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Anexo 8. Fase de laboratorio

a

a) Preparacién del colorante Giemsa, b) Tincion de los frotices sanguineos y c¢) Lavado y
secado de frotices.

Anexo 9. Microscopia

Busqueda microscopica de hemoparasitos.
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Anexo 10. Ficha de laboratorio

REGISTRO DE HEMOPARASITOS

No

Cad.

Especie de ave

Género de hemoparasitos

Plasmodium

Haemoproteus

Leucocytozoon

Plasmodium/Haemoproteus

Microfilaria

Resultado

Observacion
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Anexo 11. Protocolo de Polymerase Chain Reaction (PCR)

Extraccion de ADN (kit de Qiagen)

Se utiliza el método de extraccion de ADN a partir de sangre en solucion
amortiguadora usando el mini kit de Qiagen (segun el protocolo indicado por el

fabricante). Se realiza de la siguiente manera:

- Agregar 50 ul de muestra sanguinea (previamente homogenizada) y 180 ul de
solucion de lisis de tejido tisular (ATL) en un tubo de 1.5 ml.

- Incubar a 85°C por 10 min.

- Luego, agregar 20 ul de proteinasa K. Mezclar por agitacion rapida usando un
vortex e incubar a 56°C por 1 hora.

- Agregar 200 ul de solucion de lisis (AL) a la muestra, mezclar por agitacion rapida
e incubar a 70°C por 10 min.

- Afadir 200 ul de Etanol (96 — 100%) a la muestra, mezclar por agitacion rapida.
Cuidadosamente pasar la mezcla a la columna QlAamp y centrifugar a 8000
RPM por 1 min.

- Colocar la columna QlAamp en un tubo de 2 ml, y descartar el tubo que contiene
la solucidn filtrada. Agregar 500 ul de solucion de lavado 1 (AW1) y centrifugar a
8000 RPM por 1 min.

- Repetir el proceso de descarte del filtro. Agregar a la columna QlAamp 500 ul de
solucion de lavado 2 (AW2). Centrifugar a 14000 RPM por 3 min.

- Terminado el proceso de centrifugacién de 3 min, volver a centrifugar la columna
a 14000 RPM por 1 min. Todo esto para secar la columna o desprender los restos
de la soluciéon AW2.

- Colocar la columna QIAamp en un tubo de 1.5 ml y descartar el tubo que contiene
la solucion filtrada. Cuidadosamente abrir la nueva columna QIAamp y agregar
50 ul de agua libre de nucleasas (AE).

- Incubar a temperatura ambiente por 1 — 5 min y luego centrifugar a 8000 RPM

por 1 min.
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Pares de bases para la purificacion y amplificacién por PCR del gen citocromo b.

Nested PCR, 479 pares de bases para Haemoproteus y Plasmodium
HAEMNFI CATATATTAAGAGAAITATGGAG
HAEMNRS3 ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC
HAEMR2 GCATTATCTGGATGTGATAATGGT
HAEMF ATGGTGCTTTCGATATATGCATG

Deteccién molecular de infecciones por parasitos

El ADN gendmico diluido se utiliza como molde en la prueba de PCR para la deteccion
de parésitos mediante el protocolo modificado descritos por Hellgren. La primera PCR
se desarrolla en volumenes de 25 pl, que incluian 50 ng de ADN gendmico total, 7.5
ul de agua libre de nucleasa, 12.5 ul de taq DNA polimerasa (Quanta), 0.6 mM de cada

primer (HaemNFI y HaemNR3).

Las PCRs se desarrollan en las siguientes condiciones: 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 50°C y 45 segundos a 72°C durante 20 ciclos. Antes de la reaccidn ciclica,
las muestras seran incubadas a 94°C durante 3 minutos y a 72°C durante 10 minutos
una vez finalizados los ciclos. Se usaran 2 ul del producto de la primera PCR como

molde para la segunda PCR anidada.

Para los distintos parasitos se usan primers especificos: PCR especifica para
Haemoproteus sp/Plasmodium sp (HaemF-HaemR2). Estas PCRs se desarrollan de
manera separada en volumenes de 25 pl con la misma proporcidn de reactivos que la
PCR inicial. El perfil térmico usado también es el mismo que en la PCR inicial, pero

desarrollando 35 ciclos en lugar de los 20 ciclos iniciales.

La amplificacién es evaluada afadiendo 2 pl del PCR final en un gel de agarosa al 2%
y revelado en un documentador de geles (BIORAD). Todos los experimentos PCR

contienen un control positivo y un negativo.
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Anexo 12. Gametocito de Plasmodium spp.




Anexo 13. Gametocito de Haemoproteus spp.




Anexo 14. Esquizonte de Plasmodium/Haemoproteus

Anexo 15. Trofozoito de Plasmodium/Haemoproteus

83



Anexo 16. Estadio pre-larval: Microfilaria
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