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Resumen y Abstract IX

Resumen

Colombia es el segundo pais de mayor incidencia de malaria en Sur América siendo
Plasmodium falciparum y P. vivax las especies parasitarias responsables del 80% de los
casos. La dinamica de transmision es complicada debido a vectores pertenecientes a
complejos de especies, al uso del suelo en agricultura y mineria; a la resistencia a
medicamentos e insecticidas y problemas sociales como el desplazamiento forzado no
planificado de humanos a centros urbanos que genera poblaciones humanas flotantes
portadoras y susceptibles. Debido a la ausencia de una vacuna eficaz para humanos, la
prevencion y control de la malaria estd enfocado hacia el diagnostico adecuado vy
tratamiento oportuno de las personas contagiadas y hacia el control de los insectos
vectores. Debido a las condiciones geograficas, climaticas y sociales propios del pais,
existen varios escenarios que tipifican la transmision de la malaria. Estos escenarios
inciden de forma determinante en la modificacion de aspectos de la biologia de los
vectores de malaria. Se requiere entonces caracterizar los anofelinos presentes en cada
area, definiendo su estatus taxonémico mediante caracteres morfoldégicos y moleculares
gue permitan establecer asociaciones con aspectos de su biologia (comportamiento de
picadura, preferencia alimentaria, sitios de cria, infeccion por Plasmodia,) y por tanto, con
aspectos de la epidemiologia de la enfermedad en la zona objeto de estudio, para
determinar estrategias de prevencion y control. En este contexto, se realizé un estudio de
tipo longitudinal en tres localidades endémicas para malaria determinando la riqueza y
abundancia de los insectos vectores evaluando caracteristicas biolégicas tales como:
comportamiento de picadura a humanos, sitios de cria, y su infeccion natural por
parasitos del género Plasmodium y tasa de inoculacion entomolégica. Para ello, se
realizaron capturas de adultos silvestres, se determinaron taxonémicamente las formas
inmaduras y adultas a partir de caracteres morfoldgicos y moleculares; se caracterizaron
los sitios de cria y se determiné su infeccién natural usando la técnica colorimétrica de
ELISA. Se registran los vectores de malaria y aspectos de su biologia para el municipio
de Puerto Carrefio, Vichada y San José del Guaviare y Miraflores en Guaviare. Con base
en los resultados se sugieren estrategias de control. El documento esté estructurado en
capitulos donde se encuentran los resultados para formas inmaduras y adultos en cada
localidad. Este trabajo se realizé en el marco del proyecto “Malaria Vectors Biology in
Brazil: Ecology & Genetics” y fue financiado por el National Institute of Health (NIH) de
Estados Unidos de América, por las Secretarias de Salud Departamental de Vichada y
Guaviare; y por la Universidad Nacional de Colombia.

Palabras Clave: Anopheles, Malaria, Orinoquia, Amazonia, vectores de

enfermedades, sitios de cria



Bionomia y determinacién del papel como vectores de Anopheles (Diptera: Culicidae) en localidades endémicas
para malaria de Guaviare y Vichada, Colombia

Abstract

Colombia is the second country with the highest incidence of malaria in South America.
Parasitic species responsible for 80% of cases are P. falciparum and P. vivax. The
transmission dynamics is complicated by vectors belonging to species complexes,
resistance to drugs and insecticides, and social problems such as unplanned human
forced displacement to urban centers, generating carriers and floating human populations
susceptible

Due to the absence of an effective human vaccine, prevention and control of malaria is
focused on the proper diagnosis and treatment of infected people and to control insect
vectors.Due to geographical, climatic and social characteristic of the country, there are
several scenarios that typify the transmission of malaria.These scenarios have a decisive
influence in modifying aspects of malaria vectors biology, such as biting behavior
patterns, seasonality and food preference. Then, is important to characterize and to
define locally anopheline taxonomic status by morphological and molecular characters to
establish partnerships with aspects of their biology (biting behavior, food preference,
breeding sites, Plasmodium infection,) and therefore, with aspects of the epidemiology of
the disease in the study area to determine prevention and control strategies.

In this context, a longitudinal study was undertaken in three endemic areas for malaria
determining the richness and abundance of insect vectors evaluating biological
characteristics such as human biting behavior, breeding sites, and natural infection by
parasites of the genus Plasmodium and entomological inoculation rate.. Wild adults were
captured, Immature and adults forms were determined by morphological and molecular
characters, breeding sites were characterized and their natural infection was determined
using the colorimetric ELISA. Malaria vectors and aspects of their biology for the
municipality of Puerto Carrefio, Vichada and Guaviare and San José del Guaviare
Miraflores recorded. Based on the results of control strategies are suggested. The
document is divided into chapters where the results for immature forms and adults are
found in every town. This work was performed under the "Malaria Vectors in Brazil
Biology: Ecology & Genetics" project was funded by the National Institute of Health (NIH)
in the United States of America, by the Ministries of Health Department of Vichada and
Guaviare; and the National University of Colombia
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Introduccioén

La malaria es una enfermedad transmitida mediante la picadura de hembras de los
mosquitos del género Anopheles y producida por parasitos del género Plasmodium. Los
agentes causales de malaria en humanos son Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale
y P. malariae, siendo el primero, el mas infeccioso y el més letal (Chwatt 1980). En las
Ameéricas, la relacion de los dos primeros parasitos corresponde a una proporcion 1:2.
Sin embargo, debido a la resistencia a medicamentos registrada para P. falciparum,
dicha relacién se aproxima a 1:1 situacién que agrava mas la malaria debido a que P.
falciparum es responsable de la malaria grave provocando mortalidad (Cortes et al.,
2002; Orjuela et al., 2004).

En Colombia el 85% del territorio situado por debajo de los 1600 msnm presenta
condiciones climéticas, geograficas y epidemiolégicas aptas para la transmision de
malaria, donde 18 a 24 millones de personas se encuentran en grave riesgo de enfermar,
o incluso morir por esta enfermedad (Mendoza et al., 2000). El pais registra mas de 45
especies de anofelinos de los cuales con base en evidencia epidemiolégica y el
aislamiento de parasitos del género Plasmodium se consideran como vectores
principales a Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root 1926, Anopheles
(Nyssorhynchus) nuneztovari Gabaldon 1940 y Anopheles (Nyssorhynchus) albimanus
Wiedemann 1820 (Montoya-Lerma et al., 2011; Olano et al., 2001, Herrera et al., 1987,
Servicio de Erradicaciéon de la Malaria —SEM, 1957). Sin embargo, en varios estudios se
ha propuesto que otras especies pueden estar actuando como vectores locales o
regionales manteniendo las endemias de malaria al coexistir con vectores de amplia
distribucion y reconocido papel transmisor (Lounibos & Conn 2000).

Durante el 2010, afio en que se realiz6 este trabajo, el SIVIGILA registré en Colombia un
total de 115.884 casos de malaria, de los cuales 81.947 (70,71%) correspondieron a
malaria por P. vivax; 32.446 (28%) a P. falciparum; y 1.434 (1,24%) a malaria asociada
(P. vivax y P. falciparum); con un diagnostico de 42 muertes. Un afio después (2011) se
notificaron un total de 62.716: 46.188 (73,7%) por P. vivax, 14 15.662 (25,0%) por P.
falciparum y 3.841 (1,3%) por malaria mixta, con un registro de 1540 casos de malaria
complicada y 18 muertes. Aunqgue en los afios siguientes hubo una disminucién en los
casos de malaria se estima que existe un subregistro en la notificacion por lo menos de
3:1, resultado del conflicto armado, descentralizacion del sistema nacional de salud que
genera falencias en los procesos de andlisis de casos y de notificacién, anuado al alto
nivel de pacientes asintomaticos que se registran en aéreas endémicas (Padilla et al.,
2011)

La carencia de una vacuna para esta enfermedad, resistencia de los parasitos a los
medicamentos y problemas sociales como el desplazamiento forzado no planificado de
humanos a centros urbanos, y el uso de suelo para sistemas agricolas y mineria que
generan criaderos permanentes para los insectos vectores, determinan a esta
enfermedad como un grave problema de salud publica (INS 2009). Debido a las



2 Introduccién

condiciones geograficas, climéaticas y sociales propios del pais, existen varios escenarios
que tipifican la transmisién de la malaria, encontrandose transmision estable, ocasional,
estacionaria, rural, periurbana e incluso, urbana (WHO 1975). Ademas, se ha observado
una fuerte asociacion entre la ocurrencia del Evento del Nifio (ENSQO) y el incremento en
la transmision de la enfermedad (Poveda & Rojas 1997; Bouma et al. 1997), lo que
aunado la presion antropica en los ecosistemas debido al uso intensivo del suelo
complejizan la malaria.

Estos escenarios influyen de forma directa en la modificacion de aspectos de la biologia
de los vectores de malaria, como por ejemplo en sus patrones de comportamiento de
picadura, estacionalidad y preferencia alimentaria (Mirabello et al., 2008). En efecto,
estudios sugieren procesos de especiacion reciente en mosquitos Anopheles
encontrandose especies cripticas que constituyen complejos de especies. Los miembros
de estos complejos como el caso del complejo Anopheles Albitarsis con al menos 6
especies, se caracterizan porgue morfolégicamente son indistinguibles (Rosa-Freita &
Deane 1989; Lehr et al. 2005) pero presentan caracteristicas ecologicas, y biol6gicas
disimiles que han sido asociadas con cambios a nivel de su genoma y dificultan la
adecuada determinacién taxondmica (Brochero, et al., 2007; Conn et al. 2002; Ruiz et al.,
2012). Las hembras del Complejo pueden ser diferenciadas por técnicas moleculares
como PCR utilizando cebadores especie-especificos de ADN mitocondrial (COI) (Ruiz et
al., 2012). Son consideradas vectores de malaria a humanos en Sur América (Conn et al.
2002, Tadei & Dutary-Thatcher 2002, Motoki et al. 2009) y como plaga tienen efectos
directos en los costos de produccion en sistemas agricolas debido a la resistencia a
insecticidas, la molestia de sus picaduras, incapacidad, enfermedad y muerte de la fuerza
de trabajo que sostiene los sistemas productivos (Wallner 1987; Gallup 1998; Weiss &
McMichael 2004).

En los uUltimos afios se ha sefialado la importancia de realizar estudios regionales acerca
de las poblaciones de Anopheles, los cuales permitirian la confirmacién taxonémica de
las especies de este género (Lounibos y Conn, 2000), dado que en las areas de
transmisién pueden presentarse especies que hacen parte de complejos, los cuales
incluyen vectores y no vectores de malaria que en ocasiones pueden estar en simpatria
(Collins y Paskewitz, 1996; Kreutzer et al., 1976; Wilkerson et al., 19952, 1995b; Rosa-
Freitas et al., 1998; Marrelli et al., 2005). El estudio de la biologia y ecologia de las
especies, sumado a una adecuada confirmacion taxonémica y a la deteccién de infeccién
natural con Plasmodium contribuye al entendimiento de la dinamica de transmision,
conocimiento que es indispensable para la selecciéon de las medidas de control vectorial
selectivo en cada area (Zimmerman, 1992; Grieco et al., 2005).
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La Malaria

La malaria es una infeccion causada por parasitos protozoarios del genero Plasmodium,
gue se transmiten al hombre a través de la picadura de mosquitos infectados del genero
Anopheles. Segun un informe mundial sobre malaria, 3.200 millones de personas se
encuentran en riesgo de padecer la enfermedad (PAHO 2005) (Figura 1). La mayoria de
casos son causados por P. vivax y P.falciparum, siendo este ultimo el responsable de
mas de un millon de fallecimientos directos (PAHO 2005). Las caracteristicas de la
transmision son diferentes entre regiones. Esto se debe a la variacion de los parasitos,
los mosquitos vectores, las condiciones ecoldgicas y factores socio - econémicos como la
pobreza y el acceso oportuno a servicios de atencion de salud y prevencion. En el
continente  Americano, se calcula que aproximadamente el 57% de la poblacion
(293’000.000 personas) vive en 21 paises con caracteristicas econémicas y ecoldgicas
particulares que favorecen la transmisién de la malaria, reflejados en un indicador
conocido como “indice parasitario anual” (IPA), el cual relaciona el numero de casos por
1.000 habitantes de una zona geografica especifica (PAHO 2005).

En las Américas, la transmision de malaria ha sufrido un incremento debido a los
desplazamientos de poblacion asociados a la violencia, explotacibn maderera y de
minas de oro que han provocado epidemias aisladas. Todos los paises afectados
recurren al rociamiento intradomicilar de insecticidas de accién residual, a la aplicacion
de larvicidas en zonas de riesgo focalizadas y la distribucion de toldillos impregnados
insecticidas como principales estrategias de control hacia los insectos vectores (PAHO
2005).

La malaria en Colombia

En Colombia, la malaria se encuentra como prioridad en las metas del milenio del pais
debido a que constituye un grave problema de salud publica. ElI 85% del territorio reiine
las condiciones ecoldgicas para su transmision y el 65% de la poblaciéon se encuentra en
riesgo de enfermar o morir por esta enfermedad (Mendoza et al., 2000). La malaria
provoca enfermedad, incapacidad y muerte, generando un 30% de costos directos al
programa de Prevencion, vigilancia y control que son asumidos en gran parte por el
Estado, pero también ocasionando costos asumidos por las familias afectadas que han
sido estimados en un 70%. De esta manera, la morbilidad y mortalidad generada por la
malaria tiene un importante impacto econémico y social derivado de la atencién de la
enfermedad y de la pérdida de capacidad de produccion. Este dltimo aspecto es muy
importante para el pais, debido a que la mayor parte de la poblacién afectada esta
determinando la fuerza laboral (con casos reportados para edades entre los 15 y 45
afnos), especialmente en poblaciones pobres que habitan en zonas rurales (Ministerio de
Proteccién Social 2006).

Para la vigilancia en salud publica de la malaria en Colombia se consideran 6 regiones
eco-epidemiologicas definidas teniendo en cuenta paramentos de altitud, tipo de
vegetacion, temperatura, humedad relativa y nivel de pluviosidad. En estas regiones, se
puede analizar el comportamiento de la malaria con respecto a aspectos culturales,
sociales, demogréficos, econémicos, ambientales y entomoldgicos. Las zonas de mas
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riesgo de transmisién son la Costa Pacifica, la regién del Uraba, la zona del Bajo Rio
Cauca el Alto Rio Sinu, asi como los territorios de la Orinoquia y Amazonia Colombiana
(Padilla et al., 2011). Estas poblaciones clasicamente han sido habitadas por poblacion
afrocolombiana e indigena, actualmente con procesos de colonizacién intensiva y
actividades extractivas.

Existen varios factores de riesgo que hacen mas complejo y dinAmico el comportamiento
de la malaria, como son: a) cambios en la susceptibilidad del hospedero debido al grado
de experiencia malérica (pacientes asintomaticos); b) La resistencia de los pardsitos a los
medicamentos, ¢) Los relacionados con vectores, tales como la correcta determinacion
taxonomica de complejos de especies del genero Anopheles, cambios en el
comportamiento de picadura, sitios de reposo y de cria, la incriminacion vectorial, el
desarrollo de resistencia a los insecticidas y las variaciones en los nichos ecol6gicos
causados por fenomenos climaticos; d) Procesos de colonizacién no planificados y
desarrollo de proyectos econdmicos agresivos como la explotacién minera y forestal no
planificada, e) Situaciones sociales especificas derivadas de los cultivos ilicitos, del
conflicto armado y la pobreza en el campo, que desencadenan migraciones
desordenadas y poblaciones desplazadas por la violencia, estos ultimos, de especial
trascendencia en el dltimo quinquenio, Y f) Cambios en el sistema de salud colombiano a
partir de la implementacién de la descentralizacién del sistema nacional de vigilancia de
acuerdo con la Ley 100 (Instituto Nacional de Salud 2000). En términos generales, se
considera que 22 departamentos presentan transmision permanente de malaria y que
aproximadamente 500 municipios evidencian transmisién de la enfermedad (Padilla et
al., 2011).

Para el control de la malaria, Colombia acogié la iniciativa de propuesta de la
Organizacion Mundial de la Salud “Hacer Retroceder el Paludismo”, la cual se
fundamenta en tres componentes: 1) diagnostico inmediato/tratamiento oportuno; 2)
control selectivo de vectores y 3) fortalecimiento de la vigilancia en salud publica a nivel
local (PAHO 2000). El pais determin6é que son necesarios la gestion eficaz en el sistema
de salud, un diagnéstico rapido y tratamiento adecuado, prevencién mdltiple,
investigacion operativa y coordinacion intra e intersectorial.

Basados en la Ley 715 de 2001, la vigilancia en salud publica de malaria en Colombia, se
desarrolla delegando a los departamentos y municipios las responsabilidades para el
disefio, desarrollo y evaluacién de los programas para la vigilancia, prevencion y control
acorde con las caracteristicas epidemioldgicas y socioculturales de la regiéon y con el
apoyo del Ministerio de salud y de Protecciéon Social como el ente normativo y del
Instituto Nacional de Salud como Laboratorio Nacional de Referencia. Cada entidad
territorial debe desarrollar los procesos de planeacion, ejecucion y seguimiento de las
acciones de control de vectores con base en la formulacién de los Planes de Atencion
Basica (PAB) y el disefio de planes municipales de control. Las acciones de atencion
individualizada (diagnéstico y tratamiento) estan contempladas en el Plan Obligatorio de
Salud (POS) para la poblacion afiliada y en los recursos de la oferta para la poblacion
vinculada en el marco del sistema de salud del pais. La nacion transfiere anualmente
dineros para el financiamiento de recurso humano, la realizacion de actividades de
campo y la inversidon de aspectos operativos, y suministra a las Secretarias de Salud
insSUMos como equipos, insecticidas y medicamentos para garantizar el tratamiento
gratuito de la malaria y las medidas de control regulares a nivel nacional.
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Vectores de malaria en Colombia

Aparecen registradas para el pais aproximadamente 45 especies de mosquitos del
genero Anopheles. Los vectores principales pertenecen al subgénero Nyssorhynchus y
son: An. darlingi Root 1926, An. albimanus Wiedemann 1820 y An. nuneztovari Gabaldon
1940. Como vectores auxiliares, regionales o secundarios se consideran a Anopheles
(Kerteszia) lepidotus Zavortink 1973, Anopheles (Kerteszia) neivai Howard, Dyar and
Knab 1912, Anopheles (Anopheles) pseudopunctipennis Theobald 1901 y Anopheles
(Anopheles) punctimacula Dyar and Knab 1906, estos dos ultimos considerados como
complejos de especies (Olano et al., 2002, SEM 1957). Ademas, el SEM registro como
vectores a Anopheles (Nyssorhynchus) marajoara Galvao & Damasceno 1942 (como
Anopheles albitarsis Lynch Arribalzaga 1878) y Anopheles (Anopheles) neomaculipalpus
Curry 1931, debido a que se encontraron infectados con parasitos Plasmodium humano
(SEM 1957). Recientemente se incorpord a Anopheles rangeli Gabaldon, Cova Garcia &
Lopez, 1940 y An. oswaldoi sl como vectores secundarios de malaria (Montoya-Lerma et
al., 2011)

El subgénero Nyssorhynchus contiene los principales vectores de malaria del Neotropico.
Este ha sido subdividido en dos secciones: Seccién Argyritarsis y Seccioén Albimanus, las
cuales son diferenciadas por la presencia/ausencia de un anillo oscuro basal en el quinto
tarsomero posterior en estadio adulto del mosquito (Faran 1980; Linthicum 1988). Los
caracteres morfolégicos estan muy conservados, lo que dificulta determinar el estatus
taxondmico de las especies. En muchos casos, unicamente el porcentaje de manchas
oscuras en el tarsomero 2, la localizacion y tamafio de algunas setas larvales son
utilizadas como caracteres diagnosticos. Sin embargo, el solapamiento de estos dificulta
la correcta determinacion taxonomica de las especies, particularmente porque se
encuentra gran variacion intraespecifica en los caracteres morfolégicos diagndsticos
utilizados.. Las especies de este subgénero presentan habilidades relativas para
transmitir malaria y se solapan geograficamente especies vectores y no vectores (Faran
1980, Faran & Linthicum 1981, Linthicum 1988).

En anofelinos, el 55% de las especies estdn agrupadas en complejos de especies
(Besansky & Collins 1992). Debido a que el subgenero Nyssorhynchus registra complejos
de especies cripticas y hermanas se ha sugerido una naturaleza politipica de la
morfologia de varias especies y el estatus de muchos taxones permanecen sin resolver
porque los limites de especie no han sido rigurosamente evaluados para determinar si
taxa putativos son unidades evolutivas independientes (Rosa-Freitas et al., 1990,
Wilkerson et al., 1995). Se considera que los complejos de especie presentan diferente
capacidad vectorial, varian en la naturaleza de flujo génico y variacion genética, los
cuales son criticos para entender la epidemiologia de la enfermedad y definir estrategias
de control efectivas (Coluzzi 1979, Tabachnick & Black 1995).

Control Vectorial

Para la toma de decisiones sobre cual medida de control utilizar, es necesario reconocer
las especies del genero Anopheles que estan actuando como vectores en cada localidad
y asociar aspectos de habitos de picadura, de reposo y sitios de cria con el propdésito de
definir estrategias de control integrado y selectivo de vectores Histéricamente en el
control vectorial se han utilizado insecticidas organofosforados y piretroides dirigidos
hacia las hembras adultas, ya sea a traveés de aplicacion por fumigacion o incorporados
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a telas protectoras (WHO, 1975), en tanto que para sus formas inmaduras se usan
productos biologicos como el Bacillus sphaericus. Estas estrategias deben ir
acompafadas de programas continuados de participacion intersectorial, educacién y
participacién comunitaria como la utilizacién de anjeos, relleno, drenaje y desbroce de la
vegetacion de criaderos, notificacion de eventos febriles, etc., que permitan el desarrollo
de actividades de control selectivas e integradas (Ministerio de Salud, 1996).

Malaria y procesos de uso del suelo

En términos del uso del suelo y la dindmica poblacional de las especies consideradas
como plagas (vectores), varios estudios han demostrado que algunas de las razones
fundamentales para el surgimiento y/o epidemias de plagas y patdégenos son los cambios
en la ecologia y ambiente de las especies huésped, cambios en su dispersion y
comportamiento, cambios en el fenotipo de hospedero y finalmente cambios en la
genética de los vectores (Woolhouse et al. 2005). Los usos del suelo como
deforestacion, destruccion de hébitat y expansién de la frontera agricola permiten el
aumento del rango de dispersion de las especies hacia nuevos habitats, oportunismo
para el uso de recursos en un ecosistema transformado como son las areas de
extraccion minera, agrosistemas, selvas tropicales, y sabanas (Weiss & McMichael 2004,
Brochero et al. 2007) como también alterando las relaciones tréficas de cada nicho. De
forma particular, las estrategias de control de plagas en sistemas agricolas inciden en el
desarrollo de resistencia fisiologica a insecticidas de insectos no blanco (Yadouleton et
al. 2010). Estos aspectos afectan la capacidad productiva de los campesinos como
también la relacion econdmica de los sistemas agricolas como sustento (Guerra et al.
2006, Vittor et al. 2006, Yasuoka & Levins 2007). La dinAmica ecolégica de este grupo de
especies incide en varios componentes en los sistemas agricolas: 1) Aumento en el costo
de produccion resultado de la modificacion en los tiempo de manejo del cultivo que se
relacionan con los de mayor actividades de estos insectos, o por incapacidad derivada de
la enfermedad de quienes laboran directamente en estos sistemas; 2) Resistencia
fisiolégica a insecticidas en plagas que afecten los insectos de interés econémico en el
sistema agricola, asi como de los insectos que afectan al hombre; 3) Competencia
interespecifica por uso del recurso y reproduccion de las especies insectiles del
ecosistema (Merritt et al. 1992)



PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1.

¢ Podria el conocimiento de aspectos de la biologia de las especies de Anopheles
presentes en los sitios de estudio explicar su importancia como vectores de
malaria y permitir una adecuada orientacién de las estrategias de prevencién,
vigilancia y control de la enfermedad a nivel local?

Aunque se reconocen insectos vectores a nivel general (de pais, de region),
Jpara una misma especie es posible encontrar diferencias en aspectos de su
biologia locales (patrones de comportamiento de picadura, susceptibilidad a
infeccion natural por parasitos del género Plasmodium que afecta a humanos;
tasa de inoculacién entomoldgica, sitios de cria)?

CUERPO DE HIPOTESIS

1.

Aunque las éareas de estudio presentan caracteristicas ambientales distintas
(temperatura, humedad, clima) y hay diferentes especies de anofelinos
coexistiendo en areas endémicas, An. darlingi se ha adaptado rapidamente a
ambientes periurbanos altamente modificados por actividades econdmicas
humanas como agricultura, ganaderia y mineria siendo el vector primario para
malaria en la Orinoquia y Amazonia, donde se desarrolla este estudio.

Las diferentes caracteristicas ambientales, ecolégicas y sociales de cada area de
estudio, aunado a los grados de intervencién y procesos de uso del suelo
determinan el rol como vectores de malaria de otras especies de anofelinos
constituyendo vectores secundarios o regionales que permiten mantener la
endemia para malaria durante todo el afio, particularmente cuando las densidades
del vector primario disminuyen.

Se encontraran algunas especies de Anopheles con caracteristicas de su biologia
gue permitan su incriminacibn como vectores de malaria, en tanto que otras
especies no seran de importancia epidemioldgica en las zonas de estudio.

Las caracteristicas ecoldgicas y ambientales de cada éarea de estudio
determinaran diferencias en la composicion de especies de anofelinos y su papel
como vectores de malaria.

Se encontraran especies de Anopheles de importancia epidemiolégica pertenecientes
a complejos de especies con caracteristicas biolégicas diferentes.

Existen sitios de cria disponibles y aptos para los anofelinos en época de lluvia y
de sequia en cada localidad de estudio
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endémicas para malaria de Guaviare y Vichada, Colombia

OBJETIVOS

GENERAL

Determinar aspectos de la biologia de las especies de Anopheles (Diptera: Culicidae) y
su papel como vectores de malaria en una localidad endémica de los departamentos de

Guaviare Vichada - Colombia.

ESPECIFICOS

1. Determinar la taxonomia de los mosquitos silvestres recolectados en las areas de
estudio.

2. Determinar el comportamiento de picadura a humanos de los mosquitos Anopheles
spp., en las &reas de estudio.

3. Caracterizar los sitios de cria de los mosquitos Anopheles spp., de las areas de
estudio.

4. Determinar la infeccién natural por parasitos del género Plasmodium en los
mosquitos Anopheles spp., recolectados en la &reas de estudio.
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1. Vichada

1.1 Anopheles (Diptera: Culicidae) vectores de malaria en el
municipio de Puerto Carreio, Vichada, Colombia

Pilar Jiménez!, Jan E. Conn?3, Robert Wirtz*, Helena Brochero®
! Facultad de Agronomia, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C.,
Colombia

2 Griffin Laboratory, Wadsworth Center, New York State Department of Health,
Slingerlands, NY, USA

® Department of Biomedical Sciences, School of Public Health, State University of
New York, Albany, NY, USA

“ Centers for Disease Control and Prevention, Entomology Branch, Atlanta,
Georgia, USA

Publicado en Revista Biomédica como articulo original. Biomédica 2012:12;32(supl):13-
21

Resumen: Introduccién. El estudio de los aspectos de la biologia de los mosquitos
Anopheles spp. fortalece la vigilancia entomolégica. Objetivo. Determinar los aspectos
de la biologia y el comportamiento de las especies adultas del género Anopheles
presentes en el area urbana de Puerto Carrefio. Materiales y métodos. Se capturaron
Anopheles spp. silvestres que se habian posado en personas , en el intradomicilio y
peridomicilio de viviendas ubicadas en el &rea urbana del municipio de Puerto Carrefio
(Vichada), entre las 18:00 y las 06:00 horas, durante dos noches consecutivas por mes y
durante ocho meses. Se determind la actividad de picadura para cada especie, la
infeccion natural por Plasmodium falciparum y P. vivax VK247 y VK210 mediante la
técnica ELISA, y se determind la tasa de inoculacion entomoldgica. Los individuos
pertenecientes al complejo Albitarsis se determinaron mediante amplificacion en cadena
de la polimerasa del fragmento del gen white. Resultados. En orden de abundancia, se
encontraron: An. darlingi (n=1.166), An. marajoara sensu stricto (n=152), An. braziliensis
(n=59), An. albitarsis F (n=25), An. albitarsis sensu lato (n=16), An. argyritarsis (n=3) y
An. oswaldoi sensu lato (n=2). Anopheles darlingi registr6 dos picos de actividad de
picadura entre las 21:00-22:00 y las 5:00-06:00 horas en el peridomicilio y, entre las
21:00-22:00 y las 04:00-05:00 horas, en el intradomicilio. Esta especie se encontré
naturalmente infectada por P. vivax VK210 y registr0 una tasa de inoculacion
entomoldgica de dos para el afio. Anopheles marajoara s.s. se encontrd naturalmente
infectado por P. falciparum y registré una tasa de inoculacion entomologica de 5 para el
afo, con un méximo de actividad de picadura entre las 18:00 y las 19:00 horas, tanto en
el intradomicilio como en el peridomicilio. Conclusion. Es posible que exista transmision
de malaria en el &rea urbana de Puerto Carrefio (Vichada) y An. darlingi y An. marajoara
S.S. serian las especies incriminadas.

Palabras clave: Anopheles, malaria, biologia, vectores de enfermedades, Colombia
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ABSTRACT:

Anopheles (Diptera: Culicidae) vectors of malaria in Puerto Carrefio municipality,
Vichada, Colombia

Introduction. The study of the biological aspects of Anopheles spp., strengthens the
entomological surveillance. Objective. To determine biological aspects and behavior of
adult Anopheles mosquitoes in the urban area of Puerto Carrefio municipality, Vichada,
Colombia. Materials and methods. Wild anophelines were collected landing on humans
both indoors and outdoors between 18:00h and 06:00h for 50 min/h during two
consecutive nights/month for eight months in the urban area of Puerto Carrefio. The biting
rate activity, the natural infection by Plasmodium falciparum and P. vivax VK247 and
VK210 using ELISA, and the annual entomological inoculation rate were determined for
each species. The members of the Albitarsis complex were determined by amplificacion
of the white gene by polymerase chain reaction

Keywords: Anopheles, malaria, biology, disease vectors, Colombia

INTRODUCTION

Puerto Carrefio se encuentra ubicado entre los 6° 11’ 16” latitud norte y los 62° 28’ 23”
longitud oeste. Es una zona de sabana en la Orinoquia colombiana donde confluyen el
rio Meta y el rio Orinoco en la franja fronteriza con la Republica Bolivariana de
Venezuela. La extension territorial es de 12.409 km2 y esta representada por un area
urbana con el 76,9 % de la poblacion total del municipio y un &rea rural con el 23,1 % (1).
Registra una altitud de 51 msnm, una temperatura media anual de 28,5 °C, una
precipitacién media anual de 2.059 mm, un régimen monomodal de lluvias que va de abril
a noviembre y un periodo seco desde diciembre a marzo (2) (figura 1).

Las principales actividades econdémicas estan enfocadas en la ganaderia, la agricultura,
la mineria y el comercio, lo que aunado al conflicto armado que registra el departamento,
determina una poblacién humana flotante con permanente flujo hacia el area urbana.

En 2009, Puerto Carrefio tuvo una incidencia anual parasitaria de 8,4 por 1.000
habitantes yprevalencias de 6,1 para Plasmodium vivax, de 1,5 para P. falciparum y de
0,5 para malaria (3). Segun la informacién epidemiol6gica de la Secretaria de Salud
Departamental, el 39 % de los casos del municipio proviene del area urbana.

Con el proposito de fortalecer la vigilancia entomol6gica que permita orientar estrategias
de control integrado y selectivo de vectores, se estudiaron varios aspectos de la biologia
de mosquitos adultos Anopheles spp., en el area urbana de Puerto Carrefio (Vichada).
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Figura 1 Ubicacion de Puerto Carrefio, Vichada Colombia (SIGAP 2009)

MATERIALES Y METODOS
Sitio de estudio

El estudio se realiz6 en seis barrios del area urbana de Puerto Carrefio: La Primavera, 6°
10’ 59,4” latitud norte y 67° 29’ 37,5” longitud oeste; La Florida, 6° 11’ 31,7” latitud norte y
67° 29’ 35,7” longitud oeste; Gaitan, 6° 11’ 9,8” latitud norte y 67° 28’ 51” longitud oeste;
La Esperanza, 6° 12’ 2,9” latitud norte y 67° 29’ 5,7” longitud oeste; Simén Bolivar, N 6°
11’ 55” latitud norte y 67° 29’ 1”7 longitud oeste, y Gabriel Robledo, 6° 11’ 37,92 latitud
norte y 67° 29 26,11” longitud oeste. Las casas en las que se llevaron a cabo las
capturas de mosquitos se seleccionaron de acuerdo con el registro de casos de malaria
segun la informacion de la Secretaria de Salud Departamental del Vichada (figura 2).
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Figura 2 Sitios de captura de mosquitos adultos silvestres en Puerto Carrefio, Vichada, Colombia 2009
Material entomolégico

Se recolectaron anofelinos adultos silvestres que se hubiesen posado en personas (4),
por un periodo de 50 minutos de cada hora entre las 18:00 y las 06:00 horas, por dos
noches consecutivas de cada mes, desde marzo hasta diciembre de 2009. En el
peridomicilio se evaluaron todos los meses, en tanto que las capturas en el intradomicilio
se hicieron de marzo a julio debido a la renuencia de los jefes de hogar para llevar a cabo
esta actividad. Con el fin de evitar sesgos en las capturas, los funcionarios responsables
de la recoleccion de los mosquitos cambiaban de intradomicilio a peridomicilio cada hora
de trabajo. Las hembras silvestres se colocaron en frascos de plastico rotulados con la
informacion de campo y un algodén provisto con solucién azucarada al 10 %. Se llevaron
vivas al Laboratorio de Entomologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Bogota. La oferta de sangre se hizo con Mus musculus, de
acuerdo con los protocolos de manejo de vertebrados de la Facultad de Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia. Se obtuvieron isofamilias mediante
ovipostura forzada, retirando una pata y un ala de la hembra silvestre adormecida con
acetato de etilo y colocandola luego sobre un recipiente con agua (5). Una fraccion de
huevos, la exuvia de la larva y la pupa, y el mosquito adulto emergido de esta ovipostura,
constituyen una isofamilia. Todos estos estadios asociados se utlizaron para la
determinacion taxondmica de las especies a partir de caracteres morfolégicos, usando
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las claves disponibles (6-9). La fraccidén de los huevos que no eclosioné se almacené en
alcohol al 70 %, y la pata y el ala se montaron en laminas con balsamo de Canada.

Se confirmd la taxonomia de las especies pertenecientes al complejo Albitarsis a partir de
la amplificacion en cadena de la polimerasa del fragmento del gen white (10). Para cada
especie se almacenaron muestras en la Coleccion de Referencia del Laboratorio de
Entomologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogota.

La actividad de picadura se determing para el intradomicilio y para el peridomicilio por
cada mes de estudio y se definié como el nUmero de mosquitos capturados por especie
durante 50 minutos consecutivos, que se hubieran posado en personas (4). La infeccién
natural por parésitos del género Plasmodium que afectan a los humanos, se determin6
para todas las hembras silvestres a partir de la proteina del circumsporozoito de P.
falciparum, P. vivax VK210 y P. vivax VK247, utilizando el kit de ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), distribuido por los Centers for Disease
Control and Prevention, CDC, Atlanta (11). Para ello, se utilizaron la cabeza y el térax de
cada hembra silvestre recolectada y se colocaron en grupos de cinco mosquitos de la
misma especie con respecto a la hora, dia y mes de captura. El punto de corte se calculd
por el promedio de los controles negativos + 2 desviaciones estandar con un valor de
0,250. Se consideraron positivos aquellos grupos que presentaron valores por encima del
punto de corte. Los grupos de mosquitos que resultaron positivos se procesaron
nuevamente en forma individual, utilizando el abdomen con el propésito de confirmar la
infeccion por el agente etiolégico y determinar el niUmero total de especimenes positivos
por grupo. Los controles negativos correspondieron a mosquitos de la colonia de An.
albimanus, cepa Buenaventura, mantenida en el Laboratorio de Entomologia de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.

La infeccion natural se calculd como el porcentaje de mosquitos infectados para cada
especie de Anopheles spp., con respecto a cada agente etiolodgico evaluado. La tasa de
inoculacion entomoldgica, entendida como el numero de picaduras infectivas recibidas
por una persona en un afio, se calculé teniendo en cuenta la tasa de actividad de
picadura y la tasa de infeccion natural por Plasmodium spp.

Aspectos éticos

Se contd con la aprobacion de los Comités de Etica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia y de los National Institutes of Health de los Estados
Unidos. Ademas, el Institutional Review Board del New York State Department of Health
reviso este protocolo (N° 02-028%) y encontré que no cumplia con la definicion de regla
federal comun de investigacion con sujetos humanos.

Las capturas de mosquitos Anopheles spp. que estuvieran picando personas, las
desarrollaron funcionarios de la Secretaria Departamental de Salud de Puerto Carrefio y
de la Universidad Nacional de Colombia entrenados para realizar este tipo de
actividades, quienes firmaron un consentimiento informado en el cual se les explicaron
los objetivos y posibles riesgos de la actividad. Todos los funcionarios rotaron cada dos
horas de sitio de captura durante el periodo de la misma.

A los jefes de los hogares donde se hicieron las capturas, se les informé el propoésito del
estudio, se les indicaron sus beneficios y riesgos y se les solicitd su consentimiento
firmado para el desarrollo de la actividad. Para la alimentacién de los mosquitos
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silvestres, se siguieron los protocolos de manejo de vertebrados de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia y del Comité
de Etica en cuidado animal de la Office of Laboratory Animal Welfare (Assurance N|
A5791-01) de los National Institutes of Health y del Institutional National Animal Care and
Use Committee del New York State Department of Health, segun protocolo N° 11-420.

RESULTADOS

Se recolectaron 1.482 mosquitos adultos hembra de Anopheles spp., en 72 horas de
captura en el intradomicilio y 192 horas en el peridomicilio. Anopheles darlingi fue la
especie mas abundante; permanecié activa durante toda la noche y registré dos picos de
actividad de picadura: en el peridomicilio, entre 21:00-22:00 y 05:00-06:00 horas; y en el
intradomicilio, entre las 21:00-22:00 y 04:00-05:00 horas. Anopheles marajoara s.s.,
evidencid un comportamiento crepuscular hasta las 21:00 horas, con un maximo de
actividad de picadura entre las 18:00 y las 19:00 horas, tanto en el intradomicilio como en
el peridomicilio (Tabla 1-1, figura 1-3).

Se encontré un patrén unimodal en la distribuciébn temporal para todas las especies
recolectadas, con un pico en septiembre correspondiente a la época de lluvia, y uno
minimo en marzo correspondiente a la temporada seca. La variacion mensual de la
abundancia relativa de las especies con respecto a la precipitacion para cada uno de los
ocho meses estudiados, revel6 que en junio y julio de 2009, correspondientes a los
meses de mayor precipitacion (mas de 50 mm), la especie predominante fue An. darlingi,
entre las 18:00 y las 22:00 horas en el peridomicilio. En los meses de transicion,
correspondientes a septiembre y octubre de 2009 cuando las lluvias reducen su
intensidad, esta especie presentd una actividad de picadura constante toda la noche, con
maximos de actividad durante las 18:00-19:00 horas, las 21:00-22:00 horas y hacia las
05:00-06:00 horas. En este mismo periodo, se observé un aumento en la abundancia
relativa de An. marajoara s.s., An.albitarsis F y An. braziliensis, compartiendo una
actividad de picadura crepuscular hasta las 21:00 horas. Se observé un aumento en la
abundancia relativa de An. marajoara s.s., en el intradomicilio durante los meses
de mayor precipitacion.
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Tabla 1l Abundancia relativa, actividad de picadura, e infeccidn natural por parésitos del género
Plasmodium que afectan a humanos en las especies de Anopheles spp., del municipio de Puerto
Carrefio, Vichada, Colombia 2009

Abundancia Valor maximo Numero total de mosquitos Tasade TIE***
Especie Relativade de actividad capturados Infeccion Anual
. ) N
picadura  de picadura Intradomicilio Peridomicilio natural
28 66% 7,71 0,008% (1/1166)
An. darlingi (n= ’11606) Peridomicilio 47 1119 Plasmodium 1,6
B 21-22 hrs vivax
10 25% 2,47 1,9% (3/152)
An. marajoara s.s (n=’ 152) Peridomicilio 23 129 Plasmodium 51
18-19 hrs falciparum
0,4
0 )
An. albitarsis s.|.**** (:Lngzg Intradocimilio 5 20 0 0
18-19 hrs
1
0,
An. braziliensis 3’?8/0 Intradomicilio 6 53 0 0
(n=59) 0-1hrs
0,3
0 )
An. albitarsis F (:Lniig; Intradomicilio 5 20 0 0
18-19 hrs
0,09
o 0,20% S
An. argyritarsis (n=3)0 Peridomicilio 0 3 0 0
18-19 hrs
0,09
0 )
An. oswaldoi s.I (2;]132;0 Peridomicilio 2 0 0 0
5:-6: hrs
0,
Anopheles spp**. (?’nigg; 16 43 0 0
100%
TOTAL 1482
o (n=1482) 8

*Actividad de picadura= nUmero de mosquitos capturados/50minutos/Hombre

** Anofelinos sin determinar por encontrarse en mal estado

*** Tasa de inoculacion entomoldgica (TIE)

**x*+*An. albitarsis s.|. DNA degradado, determinado por caracteristicas morfolégicas

Para la deteccién de infeccion natural por P. falciparum, P. vivax VK247 y P. vivax
VK210, se procesaron 1.423 mosquitos, asi: An. darlingi (n=1.166), An. marajoara s.s.
(n=152), An. braziliensis (n=59), An. albitarsis F (n=25), An. albitarsis s.l. (n=16), An.
argirytarsis (n=3) y An. oswaldoi s.l. (n=2). Anopheles darlingi (1/1166) se encontrd
infectado con P. vivax VK210, con una tasa de infeccion de 0,086 %. El mosquito
infectado se captur6 en noviembre de 2009 entre las 00:00-01:00 horas, en el
peridomicilio. Anopheles marajoara s.s. (3/152) se encontr6 infectado con P. falciparum,
con una tasa de infeccién de 1,97 % (Tabla 1-1). Los tres mosquitos infectados se
capturaron en marzo entre las 18:00 y las 19:00 horas en el intradomicilio, septiembre,
entre las 19:00 y las 20:00 horas, y noviembre, entre las 23:00 y las 24:00 horas en el
peridomicilio.

La tasa promedio de actividad de picadura correspondié a 5,1 para An. darlingi y 0,73
para An. marajoara s.s., picaduras por persona por noche registrada en 23 noches de
capturas. La tasa de inoculacion entomoldgica fue de 1,5 para An. darlingi y de 5,1 para
An. marajoara s.s. Con este valor se estimé que una persona puede recibir cinco
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picaduras infectivas por afio de An. marajoara s.s. y dos picaduras por afio de An.
darlingi

DISCUSION

La Secretaria de Salud de Vichada registra a An. darlingi como el principal vector de
malaria para Puerto Carrefio y es hacia esta entidad biolégica que se dirigen todos los
esfuerzos de control durante los brotes o epidemias (12). Evidentemente, esta especie
resultd ser la mas abundante picando a humanos durante toda la noche, con un
comportamiento de alta plasticidad tanto exofagico como endofagico caracteristico de la
especie (9,13-19). Durante el estudio se registré un valor promedio de tasa de picadura
de 5,15 hembras por hombre por noche con valores que oscilaron entre 0,08 y 16,60
hembras por persona por noche. En Puerto Carrefio, estos valores pueden ser mayores,
siendo similares a los registrados para América, donde se ha encontrado que la tasa de
picadura para la especie es variable, con registros que van desde 0,13 hasta 1.443,00
hembras por persona por noche (14-20); en este estudio no se evaluaron todos los
meses para el intradomicilio, lo que constituye un sesgo de captura para el andlisis de la
informacion.

El valor de la tasa de inoculacién entomolégica de dos picaduras infectivas por persona
por afio, similar al encontrado en otras areas de transmision de malaria con prevalencia
por P. vivax en América (19-20) al igual que en la zona de estudio, aunado a los picos de
mayor actividad de picadura a humanos cuando se encuentran sin proteccién, permiten
incriminar a An. darlingi como responsable de la transmisién de este agente etioldgico en
el area urbana de Puerto Carrefio

Tasa de picadura Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root
1926 (Diptera: Culicidae)
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Tasa de picadura de Anopheles (Nyssorhynchus) marajoara
Galvao & Damasceno 1940 (Diptera: Culicidae)
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Figura 3 Tasa promedio de picadura por hora por hombre de Anopheles darlingi
y An. marajoara s.s en el area urbana de Puerto Carrefio, Vichada 2009

En Colombia no se considera a An. marajoara s.s como vector de malaria a pesar de
haberse encontrado naturalmente infectado con P. falciparum (21), experimentalmente
infectado con P. vivax (22) y con un comportamiento preferentemente endofilico (23,24).
Sin embargo, en el area urbana de Puerto Carrefio su importancia epidemioldgica es
evidente debido a su infeccion natural por P. falciparum con una tasa de inoculacién
entomolégica de cinco picaduras infectivas por persona por afio, a los sitios de cria
proximos a las viviendas (no se incluyen los datos) y a la mayor actividad de picadura
cuando la poblacion humana se encuentra expuesta ya que debido a la temperatura
ambiental, los pobladores dejan abiertas las puertas de sus casas 0 realizan sus
actividades en el peridomicilio.

Estos resultados son relevantes si se tiene en cuenta, ademas, que para Colombia se
han registrado dos acervos genéticos, uno asociado con mayor capacidad vectorial
ubicado al oriente de la Cordillera Oriental con una estructura genética de la poblacion
similar a la de los vectores primarios de malaria (25), a su oportunismo y capacidad de
adaptacion a cambios hechos por el hombre, desplazando incluso al vector primario
reconocido en la zona (26). Es probable, entonces, que An. marajoara s.s. junto con An.
darlingi estén contribuyendo a mantener el caracter endémico de la malaria durante todo
el afio en Puerto Carrefio (Vichada).

Anopheles albitarsis F registra un comportamiento de picadura preferentemente
crepuscular hasta las 22:00 horas y la especie se halla activa solamente hasta las 01:00
horas, tanto en el intradomicilio como en el peridomicilio (27-29). Aungue no se encontrd
a esta entidad biologica infectada naturalmente por parasitos del género Plasmodium, su
simpatria y similitud en aspectos de su biologia con An. Marajoara s.s. determinan la
importancia de intensificar la vigilancia entomolégica para esta especie.
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Existe una dinamica compleja de transmision de malaria en el area urbana y periurbana
de Puerto Carrefio, por diversos factores, entre los cuales estan: los cambios en las
caracteristicas geograficas derivados de las actividades econdémicas prevalentes en la
poblacion humana de la regién, como son la excavacion de suelos para obtener
materiales de construccion para vivienda y el uso intensivo del suelo para ganaderia; las
variaciones en factores climéticos criticos determinantes en la epidemiologia de la
enfermedad, como son la temperatura ambiente y la precipitacién determinados por
fendbmenos como ENSO (El Nifio/La Nifia-Southern Oscillation) (30,31); la diversidad
étnica y la costumbre de la poblacién indigena de automedicarse; el conflicto armado que
determina una demografia flotante, y la circulacion de varios agentes etioldgicos en
diversas especies de vectores con caracteristicas bioldgicas particulares (30-32).

Ademas, Puerto Carrefio es el Unico centro con presencia de instituciones nacionales en
el departamento, donde la poblacion acude para diagndstico y tratamiento en salud —
entre otros—, y donde confluyen todas las actividades comerciales desde otros municipios
del departamento, desde el interior del pais y desde la RepuUblica Bolivariana de
Venezuela, por lo que su proceso de urbanizacidén se desarrolla en forma acelerada y se
presentan cambios ecoldgicos importantes para la transmision de malaria, estable
durante todo el afio. La prevencion, la vigilancia y el control deben estar enfocados al
fortalecimiento de la capacidad institucional y de la participacion intersectorial que
permitan un diagndstico adecuado, un tratamiento oportuno y un seguimiento particular a
las poblaciones de indigenas y desplazados, ya que por las caracteristicas culturales y
de vulnerabilidad propias de estos grupos, la vigilancia epidemiolégica no puede
desarrollarse adecuadamente pues no aportan informacién sobre su sitio de procedencia
especifica 0 sobre automedicacion previa.

Teniendo en cuenta los patrones de comportamiento de picadura registrados para An.
darlingi y An. marajoara s.s. encontrados naturalmente infectados por P. vivax y por P.
falciparum, respectivamente, en el area urbana de Puerto Carrefio, las estrategias de
control hacia estas especies deben orientarse a la implementaciéon de toldillos de larga
duracién, con los cuales se esperaria, no solo disminuir el contacto entre el humano y el
vector por la barrera fisica que constituye, sino lograr una reduccion en la densidad de la
poblacion y, particularmente en la longevidad de estas especies, caracteristica
fundamental para el desarrollo completo de los agentes etioldgicos y su capacidad de
transmision (9-26). Esta estrategia, sumada al fortalecimiento de los programas de
control de vectores de la Secretaria de Salud Departamental, particularmente la Unidad
de Entomologia (33) que permite el desarrollo de estudios complementarios en la
poblacion de vectores de malaria registrados en este estudio, relacionados con
resistencia fisiol6gica a los insecticidas de uso en salud publica y evaluacion de eficacia
de las estrategias de control, son fundamentales para el control de la enfermedad.

Este estudio es bésico para reorientar las estrategias de control en los vectores de
malaria en Puerto Carrefio, pero también constituye un llamado de atencién sobre la
necesidad de adelantar estudios entomoldgicos sisteméaticos locales que le permitan al
pais conocer su realidad epidemiolégica y entomoldgica en concordancia con los
cambios del ultimo milenio.
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Resumen

Introduccidn. La caracterizacion de los sitios de cria de anofelinos permite focalizar las
estrategias de control dirigidas a formas inmaduras de los vectores de malaria. Objetivo.
Caracterizar los sitios de cria del género Anopheles en el area urbana y periurbana de
Puerto Carrefo, Vichada, Orinoquia, Colombia. Materiales y métodos. Entre febrero y
diciembre de 2009 se inspeccionaron posibles sitios de cria para anophelinos en Puerto
Carrefio, estos fueron agrupados en tipos de acuerdo a sus caracteristicas generales. La
determinacion taxondmica se realizd con base en series entomoldgicas. Resultados. Se
caracterizaron 21 criaderos agrupados en 7 tipos: excavacion (n= 7) pastizal inundado
(n= 4), cafo (n= 3), estanque piscicola (n= 2), remanso de rio (n=2), charco (n=2) y
Laguna (n=1). Se registraron en orden de abundancia: Anopheles albitarsis s.| (49,6%),
Anopheles darlingi (24,6%), Anopheles braziliensis (23,0%), Anopheles oswaldoi s.l y
Anopheles argyritarsis ambas con 2,8%. Se determiné la presencia de An. albitarsis F a
partir de la amplificacion del gen white. Conclusion: An. albitarsis s.I y An. darlingi
estuvieron presentes durante todo el afio, el primero con preferencia a sitios de cria
hechos por el hombre y el segundo, mas asociado a criaderos naturales mas alejados de
las viviendas.

Palabras clave: Anopheles, malaria, sitios de cria, Colombia
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Abstract

Breeding sites of Anopheles (Diptera: Culicidae) in Puerto Carrefio, Vichada,
Colombia

Introduction. The characterization of anopheline breeding sites can guide control
strategies aimed at immature malaria vectors. Objective. To characterize the main
Anopheles breeding sites in Puerto Carreno, Vichada- Colombia. Materials and
Methods. Between February and December 2009 anopheline breeding habitats were
inspected and characterized in Puerto Carrefio, Vichada. These were agrouped in types
according to general characteristics. Taxonomic identification was based on
entomological series. Results. During the study, 8 samples were taken from 7 types of
larval habitats: excavations (n=7), flooded pastures (n= 4), spouts (n= 3), fishpond (n= 2),
river backwater (n=2), puddles (n=2), and lagoon (n=1). 21 breeding sites were grouped
in seven types: excavation (n= 7), flooded pasture (n= 4), spout (n= 3), fish ponds (n=
2), river backwater (n=2), puddle (n=2) and lagoon (n=1), In order of abundance the
species found were Anopheles albitarsis s.I (49,6%), Anopheles darlingi (24,6%),
Anopheles braziliensis (23,0%), Anopheles oswaldoi s.I y Anopheles argyritarsis whit
2,8%. The presence An. albitarsis F was determined based on amplificacion of the white
gene. Conclusion: An. albitarsis s.l and An. darlingi were found throughout the year; the
first exhibited preference by manmade breeding sites, and second was more associated
whit natural breeding sites, fur away from the houses

Key words: Anopheles, malaria, breeding sites, biology, disease vectors, Colombia.

Introduccién

Puerto Carrefio es la capital del departamento del Vichada (6°11'16” LN; 62°28°23” LO) y
corresponde a zona de sabana en la Orinoquia colombiana donde confluyen el rio Meta y
el rio Orinoco en la franja fronteriza con Venezuela. Como municipio tiene una extension
territorial de 12.409 km? donde el rea urbana corresponde al 76,9 % (1). Registra una
altitud de 51 msnm, una temperatura media promedio anual de 28,5 °C, una precipitacion
media anual de 2.059 mm, un régimen monomodal de lluvias que va de abril a noviembre
y un periodo seco desde diciembre a marzo (2) (Figura 1). Las principales actividades
economicas estan enfocadas en la ganaderia, agricultura, mineria extractiva y comercio,
lo que ha acelerado el proceso de urbanizacion e incrementado la deforestacion del area
periurbana (3). En 2009, Puerto Carrefio tuvo una incidencia anual parasitaria de 8,4 por
1.000 habitantes con una prevalencia de 6,1 para Plasmodium vivax, 1,5 para P.
falciparum y 0,5 para malaria mixta (4). Segun la informacién epidemioldgica de la
Secretaria de Salud Departamental no se registra transmision de malaria urbana y se
indica que el 8% de los casos registrados en este municipio proviene del area periurbana.
Por ser capital departamental, Puerto Carrefio recibe poblacion humana flotante desde
areas endémicas para malaria que llegan acudiendo por servicios de las instituciones del
Estado o que son desplazadas por el conflicto armado que sufre el departamento, lo que
aunado al riesgo fronterizo con Venezuela, donde la malaria también es un problema de
salud publica, determina escenarios complejos para el establecimiento y transmisién de
la malaria.
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Con el propésito de focalizar las estrategias de control dirigidas a formas inmaduras de
los vectores de malaria en Puerto Carrefio, se caracterizaron los sitios de cria con base
en la obtencion de series entomoldgicas para determinar la composicion de especies
en concordancia con las caracteristicas propias de cada criadero.

g@

PUERTO CARRENO

LA PRIMAVERA

CUMARIBO

Figura. 1 Ubicacién geografica de Puerto Carrefio, Vichada, Colombia

Materiales y Métodos

Caracterizacién de sitios de cria: De acuerdo con informacién preliminar del sistema de
vigilancia entomolégica de la Secretaria de Salud Departamental, el estudio se realizé en
seis barrios de Puerto Carrefio (Figura 2) durante 8 meses entre marzo y diciembre de
20009.

De acuerdo con informacion preliminar del sistema de vigilancia entomoldgica de la
Secretaria de Salud Departamental de Puerto Carrefio, se visitaron posibles sitios de cria
para vectores de malaria en cada barrio. Cada criadero con formas inmaduras de
anofelinos o potencial para su cria, se describi6 teniendo en cuenta: 1) Temporalidad
(permanente/temporal); area aproximada expresada en metros; distancia en metros a la
vivienda mas cercana; exposicion a la luz directa del sol (sombra total/parcial/ninguna);
vegetacion asociada (emergente, flotante o circundante) (5-6).

En cada sitio de cria se realizaron por lo menos 30 inmersiones usando un cucharén
blanco con capacidad de 500ml recolectando el mayor nimero de formas inmaduras de
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anofelinos presentes (7) Las formas inmaduras se colocaron en tubos de plastico con
agua del mismo criadero de origen, se etiquetaron con el cédigo asignado a sitio de cria y
se transportaron vivas al Laboratorio Entomologia de la Facultad de Agronomia en
la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, con el propésito de obtener
serie entomoldgicas. Debido a que se recolectaron tanto larvas como pupas, una
serie entomoldgica completa correspondié a la exuvia de larva de IV estadio,
exuvia de la pupa y el correspondiente adulto emergido, en tanto que una serie
incompleta solo conté con exuvia de pupa y adulto emergido (8).

Composicién de especies: La determinacién taxondémica se realiz6 a cada estadio
asociado de cada serie entomoldgica a partir de caracteres morfolégicos (9-10). Para
los especimenes pertenecientes al Complejo Albitarsis se realizé confirmacion
taxonbmica molecular a partir de la amplificacion en cadena de la polimerasa del
fragmento del gen white (11).

Aspectos Eticos:

Para la recoleccion de formas inmaduras se siguieron los protocolos del Comité de Etica
en cuidado animal de la Office of Laboratory Animal Welfare (Assurance N| A5791-01) de
los National Institutes of Health y del Institutional National Animal Care and Use
Committee del New York State Department of Health, segun protocolo N° 11-420.

Resultados

Caracterizacion de sitios de cria: Se inspeccionaron 21 sitios de cria correspondientes
a siete tipos de criaderos (Cuadro 1). En todos se registraron formas de inmaduras para
anofelinos en alguno de los meses muestreados.

Como criaderos permanentes y naturales (Figura 2) se registraron: 1) Laguna con
ubicada a 400 metros del barrio Gaitan, se caracterizdé por presentar materia organica
con agua de color marrén con abundante vegetacion circundante y flotante; 2) Cafios que
correspondieron a riachuelos con corriente lenta de agua que pueden incrementar su
caudal de acuerdo con la intensidad de lluvias provocando desbordamientos localizados.
Las formas inmaduras se localizaron en areas de los caflos sombreados y con
vegetacion herbacea y arbustiva circundante; 3) Remansos de rios que correspondieron
a extensas inundaciones de grandes rios como el Orinoco y Meta, que por lo general se
encontraron expuestos a la luz directa del sol. La especie predominante en estos sitios
de cria correspondié a An. darlingi, en tanto que An. albitarsis s.l., se encontr6 en menor
abundancia en laguna y remanso de rio.

Como criaderos hechos por el hombre (Figura 2), se encontraron: 1) Excavaciones como
resultado de la extraccion de material del suelo usado para la construccion de viviendas
en el municipio. Siempre estédn expuestas a la luz directa del sol, algunas en temporada
seca pueden secarse completamente mientras que en temporada de lluvia debido a su
abandono, pueden presentar vegetacion circundante, flotante y emergente constituyendo
sitios de refugio para las formas inmaduras de anofelinos.
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Tabla. 1 Presencia de las especies de Anopheles en 21 criaderos indicando preferencias por tipo de
habitad (N= numero de criaderos revisados para cada tipo; n= nimero de series obtenidas por
especie)

Sitios de cria permanentes Sitios de cria Temporales
" Estanqu
T
C’r,i’: dero/ de e Lagun Pastizal Remans Total
Especie Excavacid Cafio Piscicola a Inundad o de rio Charco N=2
P n N=7 N=3  N=2 N=1 oN=4  N=2 N=2 1
n % N % n % n % n % n % n %
An. albitarsiss.| 111 58,7 0 O 47 248 5 26 10 52 1 0,5 ; 7,9 189
An. Ibitarsi.
il albitarss 0o 00 00 00 O O 0 0 3 100 3
L 7 81,
An. darlingi 6 6,1 9 4 7 72 3 3 0 0 2 2 0 0 97
e 3 41,
An. braziliensis 42 47,1 0 O 6 67 1 11 2 22 1 11 _ 89
. 85,
An. oswaldois.| 1 14,2 6 0O O 00 0 0 0O O 0 O 7

An. argyritarsis 2 50 0 O 0 O 2 50 O 0 0 0 0 O 4

* An. albitarsis F determinado a partir la amplificacion del gen white

2) Los estanques piscicolas corresponden a excavaciones en el suelo que se inundan
artificialmente con agua del rio con el propdsito de generar cultivo de peces en
condiciones controladas. Se encuentran cercanos a las viviendas, estan
permanentemente expuestos a la luz del sol y pueden o no presentar vegetacion
circundante y flotante dependiendo del mantenimiento de los propietarios. En estos
criaderos se encontré predominantemente An. albitarsis sl y An. braziliensis.

Los charcos y pastizales inundados correspondieron a criaderos temporales generados
por la acumulacion de agua lluvia y desbordamiento de rios o cafios en depresiones del
suelo. Pueden estar expuestos o no totalmente a la luz del sol, con poca profundidad,
abundante materia organica en descomposicion y con vegetacion emergente asociada
En estos, no se encontré An. darlingi durante los 8 meses de muestreo.

Composicion de especies: Todas las especies registradas correspondieron al
subgénero Nyssorhynchus, encontrandose en orden de abundancia: Anopheles albitarsis
s.| (49,6%), Anopheles darlingi (24,6%), Anopheles braziliensis (23,0%), Anopheles
oswaldoi s.I y Anopheles argyritarsis representando el 2,8%.

An. albitarsis s.| se registré durante todos los meses de muestreo siendo més frecuente
en el mes de Agosto y siempre asociada a criaderos de origen antrépico con exposicion
directa a la luz del sol. A partir de la amplificacion del gen white se determiné la
presencia de An. albitarsis F (n=3) (Cuadro 1). An. darlingi se registré preferencialmente
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en sitios de cria naturales pero también se recolecté en estanques piscicolas. Esta
especie, fue mas frecuente en el mes de Marzo al inicio de la temporada de lluvias y
menos frecuente en los meses de mayor precipitacién correspondientes a Junio y Julio.
An. braziliensis se encontr6 en todos los criaderos con excepcion de los cafos y fue méas
frecuentemente registrada en el mes de Noviembre cuando finaliza la temporada de
lluvias.

Discusioén

Puerto Carrefio es un importante conglomerado de viviendas que constituyen el area
urbana, con vias pavimentadas, servicios basicos de acueducto, alcantarillado y
recoleccién de desechos, y zonas con infraestructura para instituciones prestadoras de
servicios, tanto publicas como privadas. Por ser capital departamental recibe poblacion
humana flotante durante todo el afio desde areas con alta transmision de malaria,
muchas de las cuales inician su asentamiento en areas periurbanas sin ninguna
planificacion. Esto deriva en viviendas precarias hechas con madera y plasticos que
permiten el permanente ingreso de insectos a su interior y zonas donde los servicios
basicos no tienen cobertura por lo que los habitantes hacen uso extractivo de materiales
del suelo para construccion de tanques de reserva de agua para consumo Yy labores
domésticas. Las caracteristicas geograficas y ecoldgicas propias de este municipio,
aunado a estos importantes cambios en el paisaje determinan que en Puerto Carrefio
puedan existir casos autéctonos de malaria e incluso, de que pueda existir transmision

inestable (12).

PUERTO
CARRENO,
VICHADA

RIO META

VIA VILLAVICENCIO

Sitios de Cria Puerto Carrefio

1. laguna Gaitdn

2. Excavaciones Tamarindo

3. Excavaciones Punta de Laja

4, Laguna Tamarindo

5. Excavaciones Primavera

6. Excavaciones Antonio
Narifio

7. Excavaciones Terpel

8. Excavaciones Virgilio Barco

9. Excavaciones Calarcd

10. Excavaciones la esperanza

11. Excavaciones Gabriel
Robledo

12. Cafio Matecafia

13. Excavaciones Morichal
Matecafia

14. Excavaciones la Florida

15. Excavaciones Sta Teresita

16. Laguna Mora

17. Excavaciones Simén Bolivar

18. Cafio Gaitan

19. Cafio Mateo

20. Laguna Motobomba

21. Excavaciones las Toninas

Barrios de Puerto
Carrefio

1. La Primavera
2. Tamarindo

3. Recreo

4. Punta de Laja
5. Puerto

6. Gaitdn

7. Santa Teresita
8. Estadio

Simon Bolivar
10. La Esperanza
11. Santa Helenita
12. Villavenancio
13. Florida

14. Mateo

15. Ocima

16. Samper

17 Alcaravén

18. Calarca
19.Acacias
20.Arturo Bueno
21. Escudillas

22. Virgilio Barco
23.Antonio Narifio
24. La Plazuela
25. Centro

26. Gabriel Robledo
27. Camilo Cortés
28. El Tridngulo
29. Manuel Villalba

o

Figura. 2 Sitios de Cria de Anopheles spp., en Puerto Carrefio, Vichada 2009
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Figura. 3 Sitios de Cria de Anopheles spp., en época de lluvia en Puerto Carrefio,
Vichada 2009

En este contexto, este estudio encontré que las excavaciones fueron los sitios de
cria mas numerosos y mas favorables para el desarrollo de diversas especies de
anofelinos, posiblemente debido a que constituyen un habitat permanente y la presencia
de abundante vegetacion que suministra refugio y alimento para las larvas (13 -14). El
uso del suelo para excavaciones y formacién de estanques para cria de peces es un
aspecto cultural muy arraigado en la poblaciéon del departamento del Vichada ya que
constituye un sustento econémico directo y una mayor posibilidad de asentamiento en las
areas periurbanas, razén por la cual se encuentran muy cercanos a las viviendas. El
control de estos sitios de cria puede estar enfocado a programas de participacion con la
comunidad para el relleno de excavaciones abandonadas, manejo adecuado de los
reservorios de agua, y el desbroce y remocién de vegetacion circundante de los
estanques piscicolas lo que permitiria la depredacion de larvas por los peces. No
obstante, estas acciones poden ser muy demandantes, debido a los costos econdémicos y
al tiempo por la regularidad que requieren, por lo cual los larvicidas siguen siendo la
eleccion cuando se presenten brotes o epidemias de malaria en la zona.

En excavaciones y estanques piscicolas, la especie mas frecuente durante este estudio
fue An. albitarsis s.I, lo que concuerda con otros estudios donde se evidencia la
preferencia de esta especie por sitios de cria permanentes derivados de la intervencion
antrépica, con poca profundidad y con exposicion directa a los rayos del sol (15- 16).
Esto es muy importante debido a que este oportunismo de la especie por colonizar
criaderos permanentes cercanos a las viviendas, permite el incremento de su
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abundancia, incluso por encima de los vectores primarios como An. darlingi, conllevando
a cambios en las dinamicas de transmisién local de malaria, fenbmeno que se ha
observado en zonas con cambios bruscos del ecosistema derivados del uso intensivo del
suelo (15). Debido a que An. albitarsis sl se encontrdé naturalmente infectada en Puerto
Carrefio, tanto por P. vivax como por P. falciparum con tasas de inoculacién
entomolodgica 5,1 (17) esta posibilidad cobra particular importancia por lo que debe
intensificarse la vigilancia entomoldgica para esta especie con el propoésito de realizar
estudios a largo plazo que permitan determinar los miembros del complejo existentes en
la zona, asociarlos con aspectos de su biologia, estacionalidad, dinamicas de procesos
de intervencion antropica y definir su rol en la transmision de la malaria.

Histéricamente, An darlingi se ha reportado como el vector primario de malaria en Puerto
Carrefio (17-18) y siempre ha sido asociada a criaderos naturales (19). Este estudio
revel6 que An. darlingi ocupa una gran diversidad de hébitats, con preferencia en agua
dulce, no contaminada y con sombra parcial, protegidos de los rayos directos del sol;
condiciones generalizadas para esta especie en las Américas (20-23) Aunque esta
especie puede adaptarse a sitios de cria hechos por el hombre préximo a viviendas,
debido a que esta especie registra rangos de vuelo amplios (23) se cree que para Puerto
Carrefio los mosquitos adultos llegan desde criaderos alejados ubicados preferiblemente
en zonas urbanas y que no fueron muestreados en este estudio. En este contexto, el
control de formas inmaduras de An. darlingi en Puerto Carrefio se torna muy dificil ya que
los remansos de rios, uno de sus principales sitios de cria, abarcan grandes extensiones
del suelo. Por tanto, teniendo en cuenta que se encontré a esta especie naturalmente
infectada por P. vivax en Puerto Carrefio con una actividad de picadura en el
intradomicilio entre las 21-22hr y las 4-5hr (17), las estrategias de control deben
enfocarse en sus formas adultas.

En cuanto a la estacionalidad no fue posible evidenciar un patrén marcado de distribucion
temporal para las especies de Anopheles recolectadas. Sin embargo, An. albitarsis s.|
presentd su mayor frecuencia entre agosto y octubre con un maximo en el mes de
agosto, justamente un mes después del pico de lluvia, cuando los criaderos de origen
antropico como excavaciones, y estanques piscicolas se estabilizan. Esta especie
presenté una menor frecuencia entre los meses de marzo y abril cuando se inicia la
temporada de lluvias. Es decir, se encontrd consistencia entre la frecuencia de formas
inmaduras registrada en este estudio y la abundancia determinada para adultos de esta
especie en Puerto Carrefio (17).

An. darlingi presenté su mayor frecuencia en marzo, uno de los meses con escaso
registro de precipitaciéon (<20mm) y una menor frecuencia en los meses con mayores
registros de precipitacién correspondientes a Junio y Julio (>50mm). Esto puede ser
explicado debido a que la especie coloniza prolificamente los criaderos que se generan al
inicio de las lluvias, pero sus formas inmaduras pueden ser arrastradas cuando éstas se
intensifican. La mayor abundancia para adultos de esta especie para el mismo afio de
estudio en Puerto Carrefio se registr6 en el mes de Septiembre (17) por lo que no se
encontré relacion con respecto a la frecuencia de formas inmaduras reportadas en este
estudio. Varios estudios han considerado que los cambios en la abundancia relativa de
An. darlingi no solo dependen de la precipitacion sino que responden a interacciones
entre la disponibilidad de sitios de cria, el nivel de los rios y variables ambientales
determinando fluctuaciones estacionales y temporales en su densidad poblacional
(22,24-26). En Puerto Carrefio la baja frecuencia de formas inmaduras registrada para
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An. darlingi podria ser explicada debido a: (i) los tipos de criaderos visitados; (ii) el
namero de muestreos realizados por criadero, y (iii) la muerte de las larvas durante el
transporte al laboratorio de entomologia para la obtencion de series entomoldgicas.

An. braziliensis mostr6 ser una especie con alta plasticidad para adaptarse a sitios de
cria tanto naturales como hechos por el hombre, o que aunado a registros de infeccion
natural por pardsitos del género Plasmodium que afecta a humanos en algunas zonas de
la Amazonia (27) implica una vigilancia entomoldgica atenta para esta especie en Puerto
Carrefio. Aunque An. oswaldoi s.I se encontr6 en muy baja frecuencia en formas
inmaduras y en adultos en Puerto Carrefio (17) no debe descuidarse su vigilancia debido
a que ha sido descrito como un complejo de especies (28) y en algunas ocasiones
confundida con vectores de importancia para malaria como An. benarrochi B (29-30).

El Ministerio de Salud y Proteccién Social, el Instituto Nacional de Salud y la Secretaria
Departamental de Salud de Vichada han definido el uso de biolarvicidas (Bacillus
sphaericus) para el control de formas inmaduras de vectores de malaria en este tipo de
criaderos (31). El B. sphaericus se aplica a los cuerpos de agua sin conocimiento de los
factores fisicoquimicos y biéticos (temperatura del agua, el pH, la exposicién a la luz del
sol, entre otros) que permita determinar su eficacia. Debido a que no se cuenta con otros
biolarvicidas aprobados por las autoridades de salud y que se ha registrado resistencia
fisiolégica de anofelinos a B. sphaericus (32) debe enfatizarse la vigilancia entomoldgica
para este fenébmeno.

Las acciones de control dirigidas a formas inmaduras en Puerto Carrefio se tornan
complejas y costosas debido a mdultiples factores: 1) la multiple variedad de sitios de cria;
2) la percepcion de sus habitantes, que los usan para su sustento econémico y mejoras
de asentamiento; y 3) la ecologia propia de esta zona de la Orinoquia que presenta un
régimen monomodal de lluvias de 8 meses al afio. Por tanto, las estrategias de control
en temporada de lluvia deben estar dirigidas hacia los adultos mediante la
implementacion de telas impregnadas con insecticidas de larga duracion, con los cuales
se esperaria, no so6lo disminuir el contacto entre el humano y el vector por la barrera
fisica que constituye, sino lograr una reduccién en la densidad de la poblacion v,
particularmente en la longevidad de estas especies, caracteristica fundamental para el
desarrollo completo de los agentes etiolégicos y su capacidad de transmision (15,17,23).
No obstante, debe procurarse la participacion comunitaria activa con acompafnamiento
intersectorial a través de estrategias de Educacion, Gestion y Comunicacion (EGI) que
permitan acciones para la adecuacion del medio fisico a través del relleno de
excavaciones abandonadas, manejo adecuado de los reservorios de agua, y el desbroce
y remocion de vegetacion circundante de los estanques piscicolas lo que permitiria la
depredacioén de larvas por los peces. Estas acciones, aunadas a un diagnéstico oportuno
y un tratamiento adecuado de pacientes con malaria; instalacion de puestos de monitoreo
para seguimiento de personas asintomaticas provenientes de zonas con alta transmision
de malaria; y el fortalecimiento de la vigilancia epidemioldgica y entomologia, contribuirdn
a prevenir y controlar la transmision de la malaria en Puerto Carrefio en coherencia con
las metas del milenio propuestas por Colombia para este evento de notificacion
obligatoria.
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2.1 Malaria Vectors in San José del Guaviare,
Orinoqguia, Colombia
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Abstract. This study was conducted to determine Anopheles species composition and
their natural infectivity by human Plasmodium in 2 localities with the highest malaria
transmission in San Jose del Guaviare, Guaviare, Colombia. A total of 1,009 Anopheles
mosquitoes were collected using human landing catches during 8 months in 2010.
Anopheles darlingi was the most abundant (83.2%) followed by An. albitarsis s.l. (8.6%),
Anopheles braziliensis (3.8%), An. oswaldoi s.l. (1%), and An. rangeli (0.3%). Anopheles
darlingi showed the highest human biting rate, and it was found naturally infected with
Plasmodium vivax VK210 (0.119%) using enzyme-linked immunosorbent assays. All
species were collected biting both indoors and outdoors. Anopheles darlingi showed biting
activity overnight with an indoor peak between 1200-0100 h.

Therefore, we recommend that malaria prevention strategies focus on 1) insecticide-
treated nets to reduce human-vector contact when people are most exposed and
unprotected; 2) accurate diagnoses; 3) adequate treatment for patients; 4) more timely
epidemiological notification; and 5) improved entomological surveillance

Key Words: Malaria, Anopheles, biting activity, natural infectivity, Amazonia, Colombia

Introduction

In Colombia, malaria remains an important public health problem where transmission
exhibitsunstable, endemic—epidemic patterns with significant variability among different
areas. There are 4 main transmission areas, all represented on the Pacific Coast:
Uraba'—Sinu” Bajo Cauca; Amazonia, and Orinoquia (Padilla and Pefia 2002, Padilla et
al. 2011). The topography of Guaviare State is lowlands, located in the transition between
Orinoquia and Amazonia regions of southeast Colombia (0°32’ to 3°09’ N; 69°47 to
73°47 W), and has an area of 42,327 km2. Guaviare consists of the capital region where
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the capital city San Jose” del Guaviare is located, and 3 municipalities: El Retorno,
Calamar, and Miraflores (SINCHI 2000) (Fig. 1). During the present study in 2010,
Guaviare reported the highest average annual malaria parasite index (API) in Colombia,
with a rate of 58.8/1,000 inhabitants, representing 39.2% of all malaria cases in Colombia.
San Jose” del Guaviare reported autochthonous malaria cases of 17.53 API attributed to
Plasmodium vivax (Grassi and Feletti), 7.48 API inhabitants attributed to P. falciparum
(Welsh), and 1.8 cases/1,000 inhabitants attributed to a mixture of P. falciparum/P. vivax
(SIVIGILA 2011). In San Jose” del Guaviare municipality, rural and peri-urban malaria
transmission is aided by immigration of infected humans from areas with high
malariamtransmission and enhanced by the proliferation and intensification of the
cultivation of illicit crops. Settlement of illegal armed groups and intensive land use
contribute to abundant Anopheles breeding sites (Padilla et al. 2011).

The human population is 64.5% urban and 35.4% rural, and includes indigenous
communities such as Sikuani’,Guayaberos, Tucano,Desano, Piratapuyo, and Nukak
Maku” (SINCHI 1999). About 10 years ago, Guaviare State, and specifically

San Jose” del Guaviare, was one of the main cocaine trafficking localities in Colombia,
with high rates of forced human displacement, which resulted in a permanent floating
human population moving among rural, peri-urban, and urban settlements. Because the
rural area of San Jose” de Guaviare is affected by armed conflict, samples were collected
based on locality accessibility and confirmation of local security.

In general, in Colombia, Anopheles darlingi Root is considered the primary vector (SEM
1957, Gonzéalez and Carrejo 2009,Montoya-Lerma et al. 2011). However, other species
complexes, such as the Albitarsis Complex, have been found naturally infected by human
Plasmodia in the Orinoquia > region in Colombia (Herrera et al. 1987, Jiménez et al.
2012). It is critical to determine if any of these species complexes play a role in local
malaria transmission, and can be verified as a local or regional vector (Brochero and
Quifiones 2008).

The present study was carried out in the rural area of San Jose” del Guaviare to
investigate Anopheles species composition and natural infectivity by human Plasmodium
species in 2 localities with high malaria transmission, and to recommend possible
prevention strategies, monitoring, and control of malaria.

Materials and methods

Study site: Two localities in the San Jose” del Guaviare Municipality Agua Bonita-AB (N
02°34'43.8"- O 72°37°'31,6”) and El Progreso EP (02°32'17.4’N 72°39'31.3"0).were
selected for the study. San Jose” del Guaviare is a lowland forest ecoregion (Rubio-Palis
and Zimmerman 1997) and is located at 180 m above sea level, with a mean annual
precipitation of 2,800 mm (rainy season April to November; dry season December to
March), mean temperature up to 26.5uC, and relative humidity .80% (IDEAM 2010).
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Figure 1 Map of Colombia with the Department of Guaviare enlarged showing the municipalities

Mosquito collection and species identification: Collections of adult mosquitoes by
human landing catches (HLC) (WHO 1975) indoors and outdoors were carried out from
1800 h to 0600 h for 3 consecutive days per month for 8 months. Collectors rotated
indoors/outdoors every 2 h to avoid sampling bias. Several isofamilies were reared from
females collected by HLC. These females were allowed to feed on mice in the laboratory
and 3 days later were induced to oviposit by cutting off 1 wing and hind leg prior to placing
them in water containers (Estrada et al.2003).

Larvae: were permitted to hatch from each oviposition and reared individually. Larval and
pupal exuviae of link-reared specimens were stored in 75% ethanol prior to slide-
mounting, following the protocols in Gonzalez and Carrejo (2009).

Emerged adults were pinned and labeled @ with the same code as the mother for
additional studies (Belkin et al. 1965). The protocol for mosquito feeding on mice was
reviewed and approved by the National University of Colombia

Veterinary and Animal Care Faculty, and the Institutional National Animal Care and Use
Committee of the New York State Department of Health, protocol No. 11-420. Taxonomic
identification was conducted using morphological features in Gonzalez and Carrejo
(2009). Molecular taxonomic identification, based on the barcode region (Folmer et al.
1994; Ruiz et al. 2010, 2012), confirmed species in the Albitarsis Complex. Genomic DNA
was obtained from the abdomen of each specimen (Zapata et al. 2007, Cienfuegos et al.
2008) using DNAeasy tissue kits

(Qiagen, CA).

Natural infectivity status To determine the natural infectivity by P. falciparum and P.
vivax (VK210 and VK247), all mosquitoes collected in both localities were pooled (5
mosquitoes/pool) based on time, date, month, and species, and analyzed by
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enzymelinked immunosorbent assays (ELISA) (Wirtz et al. 1987a, 1987b, 1991, 1992).
Data analysis

The human-biting rate (HBR) was expressed as the number of bites per person per
night (b/p/n) for the total sampling period, which corresponded to 576 h (288 indoor/288
outdoor) (WHO C 2008). The sporozoite rate was estimated as a percentage of CS-
Plasmodium positive for mosquitoes per species divided by the total number of
mosquitoes used by species. Infection rates were estimated using the mean absorbance
value of negative controls plus 3 SD, with a fixed cutoff value that allowed for 20%
variation in negative control absorbance values (Beier et al. 1988). The annual
entomological inoculation rate (EIR) was determined as the sporozoite rate multiplied by
the HBR, i.e., the mean number of female anopheline mosquitoes caught per night
multiexplied by 365 days (Macdonald 1957).

Ethical considerations Collection of wild adult mosquitoes by HLC was conducted under
an informed consent agreement using a protocol and collection procedures that were
reviewed and approved by the Ethics Committee of the Faculty of Medicine of the
National University of Colombia and by the Institutional Review Board of the New York
State Department of Health, protocol No. 02-028. No additional ethical clearance was
necessary.

Results

Species composition From both localities (AB and EP) a total of 1,009 Anopheles
mosquitoes were collected over an 8-month period, based on 288 h for each of the indoor
and outdoor samplings. Six Anopheles (Nyssorhynchus) species were identified (Table 1).
Anopheles darlingi occurred throughout the year and was the most abundant species
(83.2%, n=840) of the total identified. Anopheles albitarsis (Lynch-Arribalzaga) s.l.
accounted for 8.6% (n=87), followed by An. braziliensis (Chagas) at 3.8% (n=39), An.
oswaldoi (Peryassu) s.l. (n =10), An.rangeli (Gabaldon, Cova Garcia, and Lopez) (n=4);
the latter 3 species combined accounted for 2% of the total. A subsample (n=15) of
specimens morphologically identified as An. albitarsis s.l. was confirmed as An. albitarsis
F (n=5), using molecular markers (Brochero et al. 2007, Ruiz et al. 2012

Biting activity and human biting rate: All species collected displayed biting activity both
indoors and outdoors. Anopheles darlingi had 2 indoor peaks of 1900-2100 h and 0000—
0100 h, and the greatest overall HBR (5.2 b/p/n). For this species, the average biting rate
was 6 b/p/n with values ranging from 1-20.6 indoors and 1.7—-72.6 outdoors. Anopheles
albitarsis s.l. was caught mainly outdoors from 1800—1900 h. The HBR was 1.1 b/p/n with
an average of 1 b/p/n, ranging from 1— 3.2 b/p/n indoors and 1.0—6.3 b/p/n outdoors.

We analyzed the patterns of biting activity of An. darlingi and An. albitarsis s.l. according
to human activities when people were likely exposed to biting: the 1st period (P1)
between 1800-2200 h, the 2nd period (P2) between 2200— 0300 h, and the 3rd period
(P3) between 0300- 0600 h (Figs. 2 and 3), For all patterns, the percentage of relative
biting contribution per species was expressed as frequency of HBR per species for the
total sampled. Natural infectivity status Anopheles darling from AB was naturally infected
with P. vivax VK 210, representing an infection rate of 0.119% (1/840). The infected EO
specimen was caught indoors between 1200 and 0100 h. No specimens were ELISA-
positive for P. falciparum. The annual EIR was 2.6 infective bites/person/year (b/ply) (6 3
0.00119 3 365).
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Table 1 Anopheles species composition in two localities of San José del Guaviare- Amazonia,
Colombia, 2010.

Locality Month Anopheles collected (n) Anopheles species

Apua Bonita February An darlingi

Pt [

An_. albitarsis s.1.
Anopheles spp.!

Mavy 26 An darlingi®
6 An albirarsis s.1.
Anopheles spp.!
El Progreso June 8 An darlingi
1 An albitarsis s.1.

Anopheles spp.!
An darlingi

-
=
b

7
n
1A
z

An oswaldoi s1.
An albirarsis s.1.
An rangeli

An braziliensis
Anopheles spp.!
An darlingi

lad = L Lh D

[

(P R ECNY N = SR TER T R PR P

September
An albitarsis s.1.
An oswaldei sl.
Anopheles spp.!
An darlingi

An albirarsis s.1.
An braziliensis
Anopheles spp.!
An albitarsis s.1.
An darlingi
Anopheles spp.!
An albirarsis s.1.
An braziliensis
An darlingi

An rangeli
.'Iur)lufuf.;':.'.'f spp.'

October 1

Movember

December

ik

! Amopheles spp. unidentifiable specimens due to loss of taxonomic characters.
*Ome specimen of An. darfingd infected with Plasmodivum vivax 210,

Discussion

Malaria transmission in San José del Guaviare is mainly caused by P. vivax (API 5 17.53
in 2010), and An. darlingi was found naturally infected by P. vivax VK-210. Similarly to
other localities in Brazil and the southeastern Amazon, this species exhibited biting
activity both indoors and outdoors throughout the night, with a biting peak at sunset (P1),
a gradual decrease in biting activity until midnight, and a 2nd peak at 0300 h and 0400 h
(P3), consistent with local human activities (Charlwood 1996, Da Silva-Vasconcelos et al.
2002, Voorham 2002). In general, in San Jose” del Guaviare, the risk of contracting
malaria is likely highest before 2200 h, when vectors are most active (Voorham 2002,
Jiménez et al. 2012, Ahumada et al. 2013). However, in agreement EQ with Charlwood’s
(1996) observation that gravid females bite after midnight, in the present study, An.
darlingi collected between 1200 and 0100 h was infected by P. vivax. Malaria control in
San Jose” del Guaviare should consider multiple strategies; for example, long-lasting
insecticidal nets to reduce human—vector contact when people are most exposed and
unprotected, and the use of repellants or other alternative controls around sunset, when
the HBR is high and the human population is active.
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According to the EIR, in San Jose” del Guaviare 1 person could be exposed to 2.6
infective bites for An. darlingi per year, similar to results in the Orinoquia and Amazonian
regions in Colombia, as well as in Venezuela and Brazil (Soares et al.

2003, Magris et al. 2007, Girod et al. 2008, ER Jiménez et al. 2012, Ahumada et al.
2013). In forested areas in Peru, the EIR for An. darlingi was 0.1 infective b/p/y, whereas
in more deforested areas (e.g., grass, croplands), the EIR corresponded to 38 infective
b/ply (Vittor et al. 2006). A new study investigating riverine sites frequented by
occupational laborers north of Iquitos, Peru, detected up to 5.3 infective b/p/n for An.
darlingi (Parker et al 2013). Economic activities in San Jose” del Guaviare related to the
establishment of fishponds and pastures for livestock generate deforestation in rural
areas that is conducive to an increase in Anopheles breeding sites, reduced refuge niches
for vectors, and, ultimately promote malaria outbreaks (Padilla et al. 2011).

Historically, entomological studies have reported An. darlingi and An. albitarsis s.l. in
sympatry in the Orinoquia and Amazonia regions in Colombia (Gonzalez and Carrejo
2009, Jiménez et al. 2012, Ruiz et al. 2012). Several members of the Albitarsis Complex
have been involved in malaria transmission (Conn et al. 2002, Povoa et al. 2006, Jiménez
et al. 2012, Ruiz et al. 2012).

In San Jose” del Guaviare, An. albitarsis s.I. was much less abundant than An. darlingi,
exhibiting a biting activity both indoors and outdoors, with a peak at sunset (P1) between
1800-2000 h (Fig. 3) and a HBR of 2 b/p/n. None of the Albitarsis Complex specimens,
nor the An. albitarsis F identified (n= 5) were infected with Plasmodium and the
importance of this species in malaria epidemiology is unknown (Ruiz et al. 2012).
Anopheles braziliensis has been traditionally considered zoophilic (Faran and Linthicum
1981) and it is not often reported naturally infected with Plasmodium (but see Da Silva-
Vasconcelos et al. 2002, Martins-Campo et al. 2012). In the present EV study, An.
braziliensis was less abundant but showed anthropophilic behavior and was active
outdoors, mainly between 1900-2100 h. Anopheles oswaldoi s.I. and An. rangeli were
both collected outdoors between 2000-2200 h (P1). These species were not found
infected and, because of low abundance in this study, it was not possible to determine
their biting patterns.
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Figure 2 Variation in percentage contribution of An. darlingi biting activity for three
periods of the night

Seven species reported for San Jose” del Guaviare previously An. apicimacula Dyar and
Knab; An. forattinni Wilkeron and Sallum; An. costai Fonseca and Ramos; An.
mattogrossensis Lutz and Neiva; An. neomaculipalpus Curry; An. pseudopuctipennis
Theobald; An. punctimacula Dyar and Knab; and An. triannulatus Neiva and Pinto
(Gonzélez and Carrejo 2009) were not detected. The reduced diversity of Anopheles
species in these 2 sites compared with previous reports may have resulted from 1)
differences in the sites and seasonality sampled, 2) discontinuous collections and number
of collections, and 3) local changes in ecological conditions and human activities (Conn et
al. 2002, Yasuoka and Levins 2007, Dantur et al. 2009).
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Figure 3 Variation in percentage contribution of An. albitarsis s.| biting activity for
three periods of the night

According to the distribution of malaria cases during 2010 in San Jose” del Guaviare, it
was not possible to establish any association between the abundance of adult Anopheles
species and monthly incidence of malaria; several studies have shown the infection rate
for Colombian Anopheles species to be low, but still adequate to FX maintain malaria
transmission in endemic areas (Lanelli et al. 1998, Tadei et al. 1998, Conn et al. 2002,
WHO 2008). Despite the relatively low capture rates, our study incriminated An. darlingi
as the most likely principal malaria vector in this municipality. Vector control measures are
conducted by Department of Health Authorities in endemic rural and urban municipalities
of Guaviare. Administrative, social, and technical difficulties reduce the effectiveness of
malaria programs to control malaria transmission (unpublished ob-FP servations). These
include: sociocultural characteristics of the indigenous and rural populations that
contribute to floating communities moving back and forth from high malaria transmission
areas to urban areas; very difficult road access; inadequate housing and limited access to
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public services and health care; unlimited breeding sites of An. darlingi from flooded rivers
during the rainy season (April to November); and environmental degradation from slash-
and-burn agriculture and livestock, resulting in drastic changes in the ecosystem.

In conclusion, malaria control strategies in San Jose” del Guaviare should be multifaceted
and consider social, environmental, technical, and administrative issues through
strengthening of epidemiological, clinical, and entomological surveillance.

Some possible prevention and control strategies include: 1) accurate diagnosis and
adequate treatment for patients; 2) evaluation of response to treatment to detect drug
resistance; 3) surveillance of asymptomatic people arriving from high transmission zones
to peri-urban and urban areas; 4) strengthening of epidemiological notification; 5)
improved entomological surveillance to determine, monitor, and evaluate peak anopheline
biting activities for variation and plasticity of seasonal and temporal change, particularly in
relation to ecosystem transformations that can dramatically increase malaria transmission
(Vittor et al. 2006, Gil et al. 2007, Moreno et al. 2007).
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Abstract

Between February and December 2010, anopheline breeding habitats were identified and
characterized in rural and peri-urban area in San José del Guaviare municipality,
Amazonas - Orinoquia region, in southeast Colombia. Immature forms were collected
from four types of breeding sites: Fish ponds in use (n=17), abandoned fish ponds (n=9),
flooded quarry (n=2), wetland (n=1) and stream (n=1). The taxonomic identification was
based on entomological series. A total of 432 anopheline were determined belonging to 4
species: Anopheles albitarsis s.1, (64%) An. braziliensis (17.5%), and An. oswaldoi (2.5%)
The presence An. albitarsis F was determined based on amplificacion of mtDNA - COl.
An. albitarsis s.l, were found throughout the year with preference by human made
breeding sites, and An. darlingi was collected in natural breeding sites,

Key words: Anopheles, malaria, breeding sites, Amazonia Colombia

Introduction

Malaria is one of major public health problem in Colombia, but has been considered a
predominantly rural disease, primarily because suitable Anopheles mosquito breeding
sites are few in populated urban areas (Padilla et al.,, 2011). Malaria transmission
depends on a number of environmental factors (temperature, precipitation, humidity,) that
affects the vector survival. Every Anopheles species has its preferred water bodies for
oviposition, depending on climate, physical geography and human activities (Stain et al.,
2011). Breeding sites can be natural or man-made, of various sizes, located in running or
stagnant waters, shaded or sunny, permanent or temporary that affects the development
of anopheline larvae (Rubio — Palis et al., 2005).

The topography of Guaviare department is lowlands, located in the transition between
Orinoquia and Amazonia regions of southeast Colombia (0°32’ to 3°09’ N; 69°47 to
73°47 W), and has an area of 42.327 km?2. The malaria is due to Plasmodium vivax
(Grassi & Feletti), P. falciparum (Welsh) and mixed infections by P. falciparum/P.vivax.
(INS 2011). San José del Guaviare is the capital city from Guaviare department where
malaria is endemic, and each year registers one of the highest average annual parasite
malaria index (API) in Colombia. (INS, 2011). Initial efforts to describe Anopheles species
distribution in Colombia determined that An. darlingi, Root 1926 is a primary vector in
Guaviare (SEM, 1957, Olano et al. 2001, Montoya-Lerma et al., 2011). In San José del
Guaviare municipality, rural and periurban malaria transmission is aided by immigration of
infected humans from areas with high malaria transmission and enhanced by intensive
land use that contribute to abundant Anopheles breeding sites (Padilla et al., 2011).
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Knowledge of spatial and temporary distribution and main characteristics of mosquito
breeding sites is a key element for implementing efficient and effective immature control
measures. This work was carried out in the rural and peri-urban area of San José del
Guaviare in order to collect baseline information for larval breeding sites and characterize
the occurrence (presence or absence) of anofeline species to suggest strategies for
monitoring and implementation of strategies to reduce the vector population.

Materials & Methods

Study site - Anopheles inmature forms were collected in three localities in rural an peri-
urban area from San José del Guaviare Municipality: Agua Bonita- AB (N 02°34°43.8"- O
72°37°31,6”) EIl Progreso - EP (02°32°17.4’N - 72°39'31.3"0) and El remanso ER (N
02°34'43.8"- O 72°37’31,6”). San José del Guaviare is defined as lowland forest
ecoregion (Rubio-Palis and Zimmerman 1997) and is located at 180 meters, with a mean
annual precipitation of 2800mm (rainy season April to November; dry season December
to March), mean temperature up to 26,5°C, and relative humidity > 80% (IDEAM, 2010).
This area is characterized by environmental degradation, due to urbanization, proliferation
and intensification of illicit crops and palm plantations, fisheries and pastures for livestock.
The study area is dotted with swamps, fishponds and many additional water bodies are
created for agricultural purposes; these combined with the hot and humid climate, results
in suitable breeding opportunities for Anopheles sp. mosquitoes. Because the rural area
from San José de Guaviare is affected by armed conflict, entomological collection was
carried out taking into account the accessibility to the study area, and confirmation of local
security for field staff. (Figure 2-4
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Figure. 1 Map of Colombia with the Department of Guaviare enlarged showing the municipalities
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Larval sampling- According to entomological surveillance system of The Secretary of
Health of San José del Guaviare, anopheline larvae were collected from 30 breeding sites
located in rural and peri-urban area. (Figure 2-5) Sampling on larval habitat was carried
out during eight months, eight times for each larval site. Breeding sites were inspected to
identify and collect immature forms of Anopheles, using standard dipper (500 ml) every 5
m by 20 ladlefuls counting the number of individuals collected on each dive covering the
entire of breeding place (Service 1975). At each site, temporality (permanent, temporal),
sun exposure (full shade, partial or none), approximate size (m?, km?), distance nearest
dwelling, type of vegetation (emergent, floating or submerged) and depth, were registered
A breeding place was considered temporary when it was found to be dry at least once
during the follow-up or during one field visit in dry season. Otherwise, it was recorded as
permanent. Sites where no Anopheles larvae could be found in 10 dips were recorded as
negative.

In order to obtain entomological series, immature forms were placed in plastic tubes with
the same breeding site water source, these were labeled with the code assigned to each
breeding site and transported live to the Entomology Laboratory of the Faculty of
Agriculture at the Universidad Nacional de Colombia in Bogota. Because both larvae and
pupae were collected, an entomologic series corresponded to the complete exuvia from
fourth instar larvae, pupa exuvia and adult emerged, while an incomplete series had
exuvia pupae and adult emerged (Belkin et al., 1967)

Mosquito identification- Adult mosquitoes and larva IV instar/pupal exuviae from
entomological series were identified based on morphological features (Gonzalez and
Carrejo 2009). For members of the Albitarsis Complex taxonomic identification was
confirmed using molecular analysis based on the mtDNA barcode region sequences
(Folmer et al., 1994; Ruiz et al., 2010). Genomic DNA was obtained from the abdomen of
each specimen (Zapata et al. 2007; Cienfuegos et al., 2008) using DNAeasy tissue kits
(Qiagen, CA, USA).

Data Analysis All these variables were determined each month on larval sampling.
Habitat types of all bodies of water were categorized according to general characteristics
observed. Interactions between Anopheles spp. and their breeding sites were plotted
using the functions plotweb and visweb found on the R (R Development Core Team,
2011) package bipartite (Dormann et.al. 2009). Correspondence Analyses (CA) were
carried out to assess the association between Anopheles species and types of breeding
sites that they inhabit.. CAs were obtained using the package vegan (Oksanen, et al.,
2011) for the R software environment for statistical computing and graphics (R
Development Core Team, 2011).

Ethics This study did not involve human subjects and permission was obtained
procedures that were reviewed and approved by the Ethics Committee of the Faculty of
Medicine of the National University of Colombia and by the Institutional Review Board at
New York State Department of Health. No additional ethical clearance was necessary.

Results

Larval sampling A total of 29 potential mosquito breeding sites were examined and
mapped, among which 26 (89.6%) were positive for Anopheles in immature stages (i.e,.
larvae or pupae); 9 (31%) were temporary (abandoned fish ponds) and 20 (68.9%) were
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permanent (fish ponds, stream, wetland, flooded quarry) (Table 2-1). According to CA the
number of  entomological series obtained by specie was associated to characteristics
observed in each type of breeding sites. As permanent and natural breeding sites were
registered: 1) Streamwith slow water flow that may increase according to the intensity of
rainfall on wet season causing localized flooding. The immature forms were located in
shaded areas with surrounding herbaceous and shrub vegetation; 2) Wetland was
characterized by abundant organic matter, with surrounding and floating vegetation, and
shaded areas. In both types of these breeding the most abundant species was An.

darlingi.

Table. 1 Frequency of anopheline per type and per locality in San José del Guaviare municipality,

Amazonia, Colombia 2010

Breeding sites

Locality N Types n species
Agua Bonita(AG)
N 02°34'43.8"™ O 72°37'31.6" 11 Fish ponds 149 An. albitarsis s.I
24 An. braziliensis
10 An. darlingi
Rural Area 2 Flooded Quarry 9 An. albitarsis s.|
16 An. braziliensis
1 Stream 10 An. darlingi
1 An. oswaldoi s.I
1 Wet land 7 An. darlingi
2 An. oswaldoi s.I
El Progreso - (EP)
N 02°32'17.4"- O 72°39'31.3" 2 Fish ponds 12 An. braziliensis
5 An. albitarsis s.|
2 An. darlingi
3 An. oswaldoi s.|
El remanso (ER)
N 02°34'43.8"™ O 72°37'31.6") 6 Fish ponds 78 An. albitarsis s.I*
13 An. braziliensis
An. darlingi
An. braziliensis
Peri - Urban area
Abandoned Fish
7 ponds 51 An. albitarsis s.I
16 An. braziliensis
25 An. darlingi
2 An. oswaldoi s.|

N= Number of breeding sites
n= Number of entomological series
* Three adults identified as An. albitarsis F
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As human made breeding sites were found: 1) Fish ponds defined as excavated soil that
is artificially flooded with river water in order to generate growing fish under controlled
conditionsThese are always close to houses characterized by having different sizes with
clear or turbid water, permanently exposed to sunlight and may or may not have
surrounding, floating and emergent aquatic vegetation depending on maintenance
owners. Some of these were abandoned, with turbid water in the presence of fallen
leaves, and abundant surrounding and emergent vegetationAn. albitarsis s.I was the
predominantly specie followed by An. braziliensis which was registered in abandoned
fishponds. 2) Flooded quarry defined as wide area (>300 mts®) of open-pit mine from
which rock or minerals are extracted. It is generally used for extracting building materials,
riprap, sand, and gravel- In raining season quarry is flooded due to heavy rainfall and
inadequate drainage.This is always exposed to direct sunlinght, with surrounding, and
floatingvegetation. The predominant specie was An. braziliensis (Figure 2-6)

Fish Ponds l:|
Apandonded  Fish Ponds | [
Flooded  Quarry O
Stream A
Wet Land L

CRIADERCS
DE
ANOPHELES

ESTADERD
CACHAMERA

Figure. 2 Map of breeding sites sampling in urban and periurban area in San José del Guaviare, Colombia 2010

Specie composition A total of 883 anophelie larvae of different stages were collected in
29 breeding sites, only 441 were completed to entomological series used for taxonomic
identification. Four Anopheles species belonging to the subgenus Nyssorhynchus were
determined: An albitarsis s.I (n=294), An. braziliensis (n=81), An. darlingi (h=54), and
An oswaldoi s.1, (n=12). (Table 2-2)

An albitarsis s.I was recorded during all sampling months and it was associated with
permanent and human made breeding sites with direct exposure to sunlight. Some
specimens determined as An. albitarsis s.l. (n=5) were confirmed as An. albitarsis F (n=3)



Capitulo 51

using molecular markers (Brochero et al., 2007; Ruiz et al., 2012). This is the first record
of this specie in San José del Guaviare, Guaviare. An. braziliensis was found in natural
and human made breeding sites being more frequent in fish ponds and flooded quarry.
An. darlingi was associated with shaded and natural breeding sites as stream and wet
lands but also this specie was collected in abandoned fishponds (Figure 2-6).. An.
oswaldoi was present in stream and fishponds, but uncommon
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Figure. 3 Correspondence Analyses factor map Anopheles spp Vs breeding sites types
*temporal breeding site type; Abandoned FP=Abandoned fish ponds, *permanent breeding
sites; Fish ponds, stream, flooded Quarry, Wet lands

Discussion

Inmature forms habitats and their physical and ecological characteristics contribute
information about the distribution and abundance of mosquito populations (Forattini 1962)
and contribute to define appropriate larval control strategies. Because San José del
Guaviare is departmental capital, it receives floating human population throughout the
year from areas with high malaria transmission; many indigenous groups are located in
peri-urban areas and began their unplanning settlement. This results in housing made of
wood and plastics which does not allow an adequate physical barrier to malaria vectors.
People use extractive soil materials for construction of water storage tanks for
consumption and domestic labor creating suitable breeding sites for anopheline. Morover,
in periurban and rural areas, land excavation to build fish ponds is a cultural issue
because these represent an important income for the community. The proximity of these
breeding sites to homes; dependence for maintenance by its owners; their permanence
throughout the year and as suitable habitat for anopheline because fish farming do not
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permit acute control of immature mosquito forms, fish ponds are consider as the most
relevant focus for entomological surveillance in San José del Guaviare..

In general, excavations were the most abundant breeding sites and more favorable to the
development of various Anopheles species, possibly because they are a permanent
habitat with abundant vegetation that provides shelter and food for larvae (Hall, 1972;
Merrit et al.,, 1992). Control for immature forms should include sustainable community
participation for filling abandoned excavations, proper management of water reservoirs,
and clearing and removal of vegetation surrounding fish ponds allowing predation fish
larvae. This could be encouraged through municipal programs that generate a plus for
families to keep clean fish farms. Furthermore, when using biolarvicides densities
immature mosquitoes are higher should be considered.

Periurban area in San Jose del Guaviare has reported authoctonous cases of malaria all
year and the permanent anopheline breeding contribute to malaria outbreaks on
vulnerable human population. Consistent with other studies, the most common species
was An. albitarsis s.| showed preference for permanent and human made breeding sites
with little depth and direct exposure to sunlight rays (Conn et al., 2002; Sinka et al., 2010;
Mckeon et al., 2013). As opportunistic species, members of Anopheles Albitaris Complex
could colonize several habitats near to dwellings, allowing the increase of adults
abundance even above the primary vectors as An. darlingi, leading to changes in the
dynamics of local transmission malaria, a phenomenon that has been observed in forest
ecosystems with intensive interventions. (Conn et al., 2002). Because An. albitarsis s.|
was found infected by Plasmodium falciparum in other municipality of Orinoquia region
showing an entomological inoculation rates of 5.1 (Jiménez et al., 2012) entomological
surveillance should be intensified for this species complex in order to perform long-term
studies to determine complex members and define biology characteristics, seasonality,
dynamics of human intervention processes and their role in the malaria transmission.

Historically An. darling has been considered as the primary vector in San José del
Guaviare, (SEM,1957; Gonzalez & Carrejo, 2009), and it has always been associated
with natural breeding sites ( Deane et al., 1948; Forattini et al., 1962; Rozendaal, 1992;
Hiwat & Bretas, 2011; Olano et al., 2002, Montoya-Lerma et al., 2011). This study
revealed that An. darlingi occupies a wide variety of natural habitats,preferentially in large,
deep, clear and uncontaminated water collections partially protected from direct sunlight.
Although this species can adapt to human made breeding sites near to homes, in San
José del Guaviare adult mosquitoes are coming from of breeding sites located in forest
areas not include in our study. Several studies have found that changes in the relative
abundance of An. darlingi depend not only on precipitation but respond to interactions
between the availability of breeding sites, the level of rivers and environmental variables
determining seasonal and temporary fluctuations in density population (Charlwood, 1996;
Hiwat and Bretas 2011; Montoya-Lerma et al., 2011 ). Low frequency of immature forms
for An. darlingi could be explained by the types of breeding sites visited (mainly
manmade) exposed totally to sunlight. Due the difficulty in accurately locating An. darlingi
breeding sites, associated with the dimension of bodies of water in the Amazon and
Orinoquia regions does not favor the use of biological larvicides, control strategies should
be focus on adult forms.

The rainfall regime in the Orinoco region is characterized by eight months for rainy
season and four for dry season. This study failed to determine seasonal patterns for
Anopheles species in San José del Guaviare because only one month for dry season was
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sampled. . However, An. albitarsis s.I was collected during all sampling time and this
specie was more frequent in August, just a month after peak rain when breeding sites as
fish ponds stabilize. This species had less frequent in May when high rainfall values were
registered (Data not shown). An. darlingi was more frequent in August and less frequent
in May may be this species colonizes water collections generated at the beginning of the
rains, but immature forms can be washed when they are intensified.

An. braziliensis was found in a wide natural and human made breeding sites, which
together with records of natural infection with parasites of the genus Plasmodium in some
areas of the Amazon (Deane et al., 1948), It involves a careful entomological surveillance
for this species in San José del Guaviare.

Departmental Health Secretary of Guaviare has defined biolarvicides (Bacillus
sphaericus) for anopheline larval control in peri-urban and urban areas when the number
of breeding sites is limited. However, the B. sphaericus used on water bodies without
physicochemical and biotic factors characterization (water temperature, pH, exposure to
sunlight, etc.) affect their effectiveness. Because B, sphaericus require application by
technicians that need traveling to rural and peri urban areas ((Osborn et al., 2007,
Rodrigues et al., 2008); it has registered anopheline physiological resistance (OMS 1992)
and, Colombia has not approved other biolarvicides, malaria control should be focused to
implement ITNs in all houses after considering local attitudes, beliefs and practices of the
community, and use the results to evaluate changes in abundance or behavior of
Anopheles species.
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Abstract

In the malaria endemic municipality of Miraflores in southeastern Amazonian Colombia,
several aspects of the biology of local Anopheles species were investigated to
supplement the limited entomological surveillance information available and to provide
baseline data for malaria prevention and vector control. Anophelines were captured by
human landing catch (HLC) indoors and outdoors between 18:00-06:00h during three
consecutive nights for two months in March (dry season) and September (rainy season),
in houses with reported malaria cases. Abundance, biting rate, and natural infection by
Plasmodium falciparum and P. vivax VK247 and VK210 using ELISA were determined for
each species. Anopheles darlingi was the most abundant species (95.6%), followed by
An. braziliensis (3.6%) and An. oswaldoi s.l. (0.7%). During the dry season, exophagic
activity was prevalent only between 18:00-21:00 h; after this (21:00-06:00h) only
endophagy was encountered. In contrast, during the rainy season, both endophagy and
exophagy occurred throughout the collection period. The Human Biting Rate (HBR) for
An. darlingi was 8.6. This species was positive for P. vivax VK210 with a sporozoite rate
(IF) = 0.13 (1/788). Breeding sites corresponded to stream (43.7%), flooded excavations
(25%), flooded forest (12.5%), wetlands (12.5%) and an abandoned water reservoir
(6.25%). An. darlingi predominated in these sites in both seasons. Based on these data,
An. darlingi is the main local malaria vector and we recommend that prevention and
control efforts focus on strengthening entomological surveillance to determine potential
changes of species biting behavior and time, accurate Plasmodium diagnosis, adequate
treatment for patients, and improved epidemiological notification.

KEY WORDS: Anopheles darlingi, malaria, Amazonia, Colombia

Introduction:

Colombia consistently reports the second highest annual malaria incidence in Latin
America after Brazil (World Malaria Report 2011). Overall, in Colombia, Plasmodium vivax
(Grassi and Feletti) is responsible for approximately 74% of malaria incidence, and P.
falciparum (Welch) for the remaining 26%. More than 85% of Colombia’s land area has
the potential for endemic malaria transmission (Mendoza et al. 2000). The highest risk
zones have been identified as the Pacific Coast, the Cauca River Valley, and the Uraba,
Orinoquia, and Amazonia regions (Padilla and Pefia 2002). The major malaria vectors in
Colombia, all in subgenus Nyssorhynchus, are An. darlingi Root, 1926, An. albimanus
Wiedemann, 1920, and An. nuneztovari Gabaldén, 1940 (Montoya-Lerma et al. 2011).
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The Department of Guaviare is situated in the Amazonia region of eastern Colombia and
has an area of 42,327 km?. It extends from 0° 32’ to 3° 09’ N, and from 69°47’ to 73° 47’
W (Fig. 2-7) and includes several municipalities, e.g., San José del Guaviare, El Retorno,
Calamar and Miraflores (SINCHI 2000). According to the World Malaria Report (2011),
this is a region of high transmission, with an APl (Annual Parasite Index; number of
malaria cases per 1000 inhabitants) of 10-50. Malaria is endemic in Guaviare, and during
2010 it had the highest API in Colombia (58.8; INS 2010). In 2010 the municipality of
Miraflores had the highest API (56.4) in Guaviare, with a malaria incidence of 66.1% for P.
vivax, 19.5% for P. falciparum and 4.27% for mixed P. falciparum/P.vivax (INS 2010).
These data suggest a situation of epidemic malaria. The present study was performed in
periurban Miraflores, and is the first entomological report for this municipality.

" SAN JOSE DEL GUAVIARE

EL RETORNO

CALAMAR
MIRAFLORES

uuuuuu

Materials and Methods

Study Site. Miraflores is situated in southeastern Amazonian Colombia (Fig. 2-7) at 213
meters, and has an average annual temperature of 27°C, average relative humidity of
86% and average annual rainfall of 2692.3 mm/year. Tropical wet rainforest is the
dominant local Holdridge life zone of Amazonian Colombia (Instituto Amazénico de
Investigaciones Cientificas 2000). Miraflores has an area of 12,756 km? and is designated
as an Amazonian forest reserve within the National Wildlife Reserve Nukak (Ministerio del
Medio Ambiente 1989). It is approximately 150 km from San José del Guaviare, the
capital of Guaviare, and is accessible only by river (approximately 10 days along the
Vaupés River from Calamar municipality) or by air (1.5 hr from San José del Guaviare).
The economy is based on agriculture and logging. Miraflores is located on the
northeastern margin of the Vaupés River. The rural area is occupied by more than ten
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ethnic groups such as Nukak Maku, Tucanos, Carijonas. At least five of these groups are
also found in the periurban area, as a result of displacement from armed conflict.

The urban area is occupied by settlers who have arrived as migrants attracted by
economic booms including the exotic skin trade and coca cultivation. It is the major
regional commercial center for food, clothing and medicine. Local institutional capacity is
weak, influenced by groups involved in armed conflict. In general the population self-
medicates and has poor nutritional status. The risk factors inherent in this situation favor
malaria endemicity (CORPES 2004).

Mosquito Collections. In March (dry season) and September (rainy season) 2010,
mosquito collections were conducted during three consecutive nights in the periurban
neighborhood of La Paz (N 01°19.01” - W 71°57.2’39”) (Fig. 2-8), where malaria cases
were previously reported, using peridomestic human landing catch (HLC) indoors and
outdoors from 18:00 to 06:00 h, by a team of four collectors. Collectors worked in pairs,
two indoors and two outdoors, and rotated every two hours to avoid collector bias.
Mosquitoes were identified using the keys of Faran and Linthicum (1981), Gonzéalez and
Carrejo (2009) and Rubio-Palis (2000), counted and maintained over desiccant for
subsequent identification of Plasmodium species CS protein using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA).

Live females were placed in plastic bottles labeled with collection information and
provided with a 10% sugar solution. They were transported to the Laboratory of
Entomology, Faculty of Agronomy, Universidad Nacional de Colombia (UNC) — Bogota
and blood fed on Mus musculus (protocol identification below). Isofamilies were obtained
by forced mating (one leg and wing removed) and then each female was lightly
anaesthetized with ethyl acetate and placed in water for oviposition (Estrada et al. 2003).
F, progeny were used for taxonomic identification. One leg and wing of each specimen
was mounted on a slide with Canada balsam. The number of mosquitoes caught per day
per person (Human Biting Rate — HBR; WHO 1975) was estimated for the most abundant
species, An. darlingi.

Plasmodium detection. Only heads and thoraces were tested for the CS protein of P.
falciparum and P. vivax 210 and 247 by ELISA, following standard protocols (Wirtz et al.
1987ab, 1991, 1992). Mosquitoes were tested in pools of 5 specimens by collection
method and date, to ensure that the probability of detecting more than one infected
mosquito per pool is less than 1% (Rubio-Palis et al.1992, Galardo et al. 2007, Magris et
al. 2007). Negative controls were from the An. albimanus colony, Buenaventura strain,
maintained at the Laboratory of Entomology, Faculty of Agronomy, UNC. The number of
CS-positive Plasmodium pools was equivalent to the number of CS-positive mosquitoes;
therefore the sporozoite rate was estimated as the percentage of CS-positive mosquitoes
divided by the total number of mosquitoes assayed.

Anopheline larval collections. Breeding sites in periurban Miraflores were surveyed to
detect and collect Anopheles larvae, using 500 ml ladles every 5 m, for a total of 50 dips
per breeding site. The number of individual larvae collected per dip was recorded. Each
collection was georeferenced, and hydrological parameters (temperature, depth, pH,
apparent color, current, shade) and associated vegetation cover and type were recorded.
At least ten breeding sites could not be sampled due probable presence of landmines.
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Breeding sites
Stream: @
Flood excavation:
Flooded Forest:

Water reservoir: @

Wet Lands: (-]

Wild Female colection: A

Figure, 2 Breeding site and wild female collection locations in periurban Miraflores,
Guaviare, Colombia, 2010

Ethics. HLCs were conducted using an informed consent agreement under a protocol
and collection procedures that were reviewed and approved by the Ethics Committee of
the Faculty of Medicine of UNC and by the Institutional Review Board of the Wadsworth
Center, New York State Department of Health (NYSDOH), Albany, New York. Blood
feeding of the mosquito females followed the vertebrate management protocols of the
Faculty of Veterinary Medicine of UNC, the Ethics Committee on Animal Care of the
National Institutes of Health - Office of Laboratory Animal Welfare (Assurance # A5791-
01), and IACUC committee protocol # 11-420, NYSDOH.

Results

A total of 828 female anopheline mosquitoes representing four species were collected
using HLC in 36 hours indoors and outdoors, during March and September. The most
abundant species was An. darlingi (n=789), followed by An. braziliensis (Chagas) (n=28),
and An. oswaldoi s.l. (Peryassu) s.I (h=6). The mean biting rate for An. darlingi was 8.6,
1.3 for An. braziliensis and 0.7 for An. oswaldoi s.l. The biting activity of An. darlingi was
analyzed to consider exposure during three periods determined by habits of the human
population. The only time Miraflores has electricity is during the first period (P1), 18-22h;
during the second period (P2), 22-03 h, people are in their homes; and during the last
period (P3), 03-06 h, people begin daily activities (Fig. 2-9). During the dry season,
exophagic actitivity was confined to P1; endophagy was the only biting behavior during
P2-P3. In contrast, during the rainy season, both feeding behaviors occurred throughout
the night (P1-P3). All 828 mosquitoes, representing 166 pools, were assayed by ELISA.
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Only An. darlingi was positive for P. vivax 210, with a sporozoite rate (IF) of 0.13%
(1/788). The infected mosquito was captured in March between 24:00 -1:00 h indoors.

The main breeding sites in Miraflores were grouped into stream (43.7%), flooded
excavations (25%), flooded forest (12.5%), wetlands (12.5%) and an abandoned water
reservoir (6.25%) (Fig. 2-9). During the rainy season, water levels of the Vaupés River
rise and flood part of the municipality, forming two major anopheline breeding sites
(flooded forest and flooded excavation; Table 2-4). Three species were collected in these
breeding sites: An. darlingi (64.5%) was the most abundant, followed by An. oswaldoi s.I.
(25.8%). Anopheles braziliensis was present, but uncommon. A significant number of
larvae (n=38) could not be identified due to high mortality of early instars during
transportation to Bogota.

Table, 1 Indoor, Outdoor human biting rate (HBR) of Anopheles darlingi (Diptera: Culicidae) during
three periods of the night in Miraflores, Guaviare, Colombia, 2010.

Human biting rate (HBR)

Period Indoors Outdoors

of night

(P) and

Hour March September March September
P1

18-19 0.3 8.3 0.1 2.3
19-20 0.5 7.1 3 2.8
20-21 4.1 7.1 5.1 3.3
21-22 2.1 3.3 0 8.6
P2

22-23 1.6 5 0 6.5
23-24 2.8 0.3 0 15
0-1 2.8 2.1 0 5.16
1-2 2.5 6.5 0 3.16
2-3 3.8 4.1 0 3.3
P3

3-4 2.6 0.3 0 0.5
4-5 3.1 1.6 0 4.8

5-6 0.3 0.3 0 0.3
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Discussion

Anopheles darlingi has long been associated with a rainforest environment (Faran and
Linthicum 1981, Consoli and Lourengo-de-Oliveira 1994) and it is considered the main
Amazonian malaria vector (Zimmermann 1992, Lounibos and Conn 2000, Rubio-Palis
2000; Montoya-Lerma et al. 2011). In Miraflores, An. darlingi was caught throughout the
night showing mainly exophagy (Fig. 2-9). Low densities were due to limited sampling
effort; therefore we could not obtain adequate data to define biting patterns in the study
area. However, An. darling was found naturally infected with P. vivax and the peak
seasonal, indoor-outdoor biting times (Table 2-3) were related to human activities (Fig. 2-
9). The behavior of the vector species influences the local epidemiological pattern, and
the same populations of An. darlingi may show behavioral variation in response to
environmental change in addition to seasonal fluctuation, thus increasing the complexity
of malaria transmission dynamics (Charlwood 1996, Voorham 2002, Santos et al. 2009).
Even with low An. darlingi capture rates, transmission by this species has been recorded
in the Amazon region (Lanelli et al. 1998, Tadei et al. 1998, Conn et al. 2002).

Miraflores, March 2010
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Figure, 3 Percentage of mosquitoes (y-axis) collected per hour, between 18:00 h and 6:00 h
(x-axis) by collection (indoor, outdoor) and season in Miraflores, Colombia. March — dry
season; September —rainy season
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Table, 2 Seasonal Anopheles immature forms collected from breeding site types in Miraflores,
Guaviare, Colombia, 2010

Breeding site types

abandoned
. flooded flooded wet- water
Month Species : :
stream excavation forest lands reservoir
(n=7) (n=4) (n=1) (n=2) (n=1)
An. darlingi 5 2 1 1 0
March An. oswaldoi s.I. 1 3 1 1 0
An. braziliensis 0 1 0 0 1
An. darlingi 5 1 3 1 1
Sept. An. oswaldoi s.l. 1 0 1 0 0
An. braziliensis 0 0 0 0 1

The Miraflores municipality may be in a permanent state of malaria outbreak. Possible
reasons for this include migration of members of indigenous communities from high
malaria transmission areas, uncontrolled movement of gold miners, the presence of a
local army force where members also rotate among high and low transmission areas, and
movement of regional traders. Also, drastic changes in the ecosystem, such as the cut
and burn method of the forest clearing for crops and livestock, have likely contributed to
risk factors for local Plasmodium transmission

Knowledge of fauna composition and vector behavior in wild areas is essential for the
adoption of potential alternative vector control strategies aimed at preventing
transmission. During the rainy season An. darlingi exhibited both exo- and endophagic
biting behaviors, with exophagy much more pronounced during P2-P3 compared with dry
season behavior, as was previously observed in Roraima state, Amazonian Brazil
(Barros et al. 2007), and in other parts of the Amazon forest (Lanelli et al. 1998, Sa et al.
2005, Hiwat and Bretas 2011).

The main breeding sites were natural water collections as expected for the ecological
conditions of Miraflores, where people live on the fringes of rainforest, only occupying a
small area associated with the aircraft landing strip, but are continually expanding into the
forest. Breeding was associated with human-made excavations because people use
gravel for multiple purposes such as mining or house construction. All of the breeding
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sites are well defined in the dry season, but during the rainy season, the Vaupés River
floods the periurban area, forming two huge breeding sites. An. darlingi was found in all
types of breeding sites, so in theory it can emerge from a breeding site, obtain a blood
meal and then seek refuge in the forest where vector control is impractical. In this way,
populations of An. darlingi can be maintained all year, contributing to both abundance and
transmission.

Vector control is an important component of malaria control programs because it is one of
the most efficient strategies to prevent transmission (Brochero and Quifiones 2008);
however, forest malaria may be more difficult to control than nonforest malaria (Tadei et
al. 2000, Galardo et al. 2009, Santos et al. 2009). Forest vectors are often partially or
wholly exophilic and exophagic and do not normally enter houses protected by indoor
residual spraying. In Miraflores, it is impractical to try to control immatures in breeding
sites for An. darlingi because the species is so locally ubiquitous. Furthermore, such a
strategy in periurban and urban areas of Miraflores is impossible due to the presence of
landmines and armed conflict. Health Authorities could try to implement ITN use in all
houses after considering local community attitudes, beliefs and practices, and use the
results to evaluate changes in abundance or behavior of An. darlingi populations.

Furthermore, biological characteristics of wild female An. darlingi, which are behaviorally
plastic (Voorham 2002), often biting outdoors, combined with their nocturnal activity,
suggest that multiple control strategies might be more successful. Prevention and control
strategies could focus on: 1) accurate diagnoses and adequate treatment for patients; 2)
evaluation of response to treatment for drug resistance detection; 3) surveillance of
asymptomatic persons arriving in urban areas from high transmission zones; 4)
strengthening epidemiological notification to detect malaria associated with indigenous
communities; 5) improved entomological surveillance to detect potential changes in
behavioral patterns and relative species incrimination in local transmission. Finally, the
reduced diversity of Anopheles species detected in this preliminary study in Miraflores
may be the result of the limited number and frequency of collections, suggesting that
further studies should be undertaken for a more comprehensive understanding of local
malaria transmission patterns.
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3. DISCUSION GENERAL

La malaria es uno de los principales problemas de salud publica en Colombia. Esta
enfermedad ha sido considerada casi exclusiva de las zonas rurales debido a que los
sitios de reproduccion de los vectores son escasos y menos favorables en las zonas
densamente pobladas (OMS, 2000). Sin embargo, aunque los estudios han demostrado
gue los sitios de cria idéneos para anofelinos disminuyen con el aumento de la
proximidad al centro de las zonas urbanas (Coene et al.,, 1993) la transmision de la
malaria continla en zonas periurbanas y en ocasiones se reportan casos en zonas
urbanas (Padilla, 2011).

Estudios epidemidlogos, y socioeconémicos coinciden que histéricamente la malaria ha
sido la enfermedad que con mas eficacia ha alejado al hombre de la posesién de la tierra,
y que las regiones atacadas no pueden competir econémicamente con las que estan
libres de ella, debido a la disminucion de la capacidad productiva del trabajador rural por
morbilidad (incapacidad) y por mortalidad (afios potencialmente perdidos a nivel
laboral)(Guerra et al. 2006, Vittor et al. 2006, Yasuoka & Levins 2007).

Los departamentos de Guaviare y del Vichada  caracterizados por presentar
asentamientos rurales y semi urbanos con sistemas agricolas, y sitios de cria de peces
como una de las principales fuentes de alimento y de ingreso econdémico; en la
actualidad se enfrentan a fuertes procesos de deforestacidon y en general eventos de
destruccion de habitat, motivados por la expansién de la frontera agricola, y procesos de
urbanizacion. Esto, ha llevado a que varias especies de vectores encuentren nuevos
habitats para la supervivencia de larvas y adultos (Weiss & McMichael 2004, Brochero et
al. 2007). Por lo tanto el desarrollo agricola influye de forma directa en la densidad y
sitios de cria de los vectores de malaria. Procesos como la regularizacién de los cursos
de agua, drenajes, nivelacion del suelo, relleno de lagunas y pantanos y eliminacion de
vegetacion préxima a las viviendas que sirven como refugios para los mosquitos
vectores, contribuyen a disminuir la incidencia de la enfermedad en zonas rurales del
pais.

De acuerdo con el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural Colombiano, las
actividades agricolas constituyen una de las principales fuentes de empleo en el pais,
ademas de representar una de las principales fuentes de ingresos de divisas mediante
exportaciones de productos agropecuarios. Enfermedades incapacitantes como la
malaria reducen hasta en un 25% el rendimiento de un trabajador afectando no
solamente a los paises malaricos sino también aquellos no malaricos o poco afectados
por la enfermedad; debido a que las importaciones de productos agricolas procedentes
de paises malaricos llevan implicito un sobrecosto no inferior al 5% generado en la
produccion por enfermedad o muerte de los trabajadores. (MADR, 2001)
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La utilizaciébn comun de insecticidas para controlar las enfermedades transmisibles por
vectores, y para el control de los artrépodos que ocasionan pérdidas econdémicas en la
produccion agricola genera un fuerte nexo entre la agricultura y la salud. De acuerdo con
la OPS/OMS (2000), las zonas donde se usan ampliamente los insecticidas en la
agricultura por lo general estdn superpuestas a las areas de resistencia de los vectores
de malaria a dichos productos quimicos. La aplicacion de insecticidas en el campo
agricola ejerce una presion selectiva al actuar sobre casi toda la poblacion anofelina
existente en el area (machos, hembras, larvas y adultos). Contrario a lo que sucede con
los rociamientos intradomiciliarios, o el uso de toldillos impregnados de larga duracién
utilizados por las secretarias de salud departamentales los cuales actdan Unicamente
sobre las hembras que llegan a la vivienda, lo que representa sélo una pequefia parte de
la poblacién anofelina existente.

Con respecto a esto, en cultivos de gran interés econdmico para Colombia como la
palma de aceite y particularmente arroz han registrado vectores de malaria y morbilidad
por malaria en sus trabajadores, debido a la modificacion del suelo por maquinara
pesada que genera hundimientos que con la lluvia se constituyen en importantes sitios de
cria para los vectores de malaria y por los sistemas de irrigacion, que no siempre pueden
ser intermitentes (Ministerio de Agricultura y desarrollo rural 2004).

Por tanto el estudio de la biologia y ecologia de las especies es un elemento esencial
para el desarrollo estrategias de manejo, mitigacion y control de organismos
considerados como plaga (With 2002; Jaramillo et al. 2006) que permitan minimizar los
costos de producciéon en los sistemas agricolas. Estos sistemas agricolas productivos
requieren de importantes modificaciones en el paisaje que influyen en la dindmica de los
organismos, por lo que el tipo de hébitat y sus caracteristicas, influencian en gran medida
las relaciones intra e inter especificas, el ciclo de vida y los mecanismos co-evolutivos
entre los organismos, actuando como un aspecto determinante en la abundancia de las
especies huésped y plaga, su distribucion, los procesos de selecciéon de huésped, la
variabilidad genética y finalmente el surgimiento de brotes de patégenos o plagas en
general (Wallner 1987; Ricci et al. 2009).

Ademas de la vocacion agricola, ganadera y minera caracteristica de las regiones rurales
de Colombia que determinan cambios bruscos en el paisaje y uso intensivo del suelo, lo
gue favorece sitios de cria aptos para los vectores de malaria durante todo el afo;
caracteristicas climaticas y biologicas de los anofelinos determinan la dindmica de
transmision de malaria en zonas endémicas. Los escenarios de transmision se
complejizan si se tienen en cuenta aspectos como 1) La Descentralizacién del sistema de
vigilancia, prevencién y control de la malaria hacia las entidades departamentales. Estas
no cuentan con los recursos humanos y financieros suficientes para el mantenimiento y
continuidad de los programas de control integrado, selectivo e integral de vectores a
largo termino, 2) Problemas derivados del conflicto armado que determinan acciones
puntuales y no regulares en algunas éareas del pais, 3) El uso de insecticidas no
racionalizado en el marco de un sistema de manejo y control integrado de vectores, con
personal capacitado y equipos calibrados permanentemente; y 4) la intensificacién del
uso del suelo tanto por actividades econémicas como por asentamientos no planificados,
particularmente en areas periféricas de ciudades capitales que reciben poblaciones
susceptibles y portadoras y contribuyen con nuevos sitios de cria aptos para los
mosquitos. (Brochero et al., 2005)



Capitulo (...) 69

En este contexto, el estudio de insectos que transmiten enfermedades a humanos en
zonas vulnerables como es la Orinoquia Colombia constituye un aporte para las
autoridades de salud locales y nacionales con el propésito de comprender mejor los
posibles escenarios de transmisién y para contar con elementos que permitan orientar
estrategias de control integrado y selectivo de vectores acorde con las caracteristicas
propias del area endémica para malaria. Esto es particularmente importante debido a
gue Colombia prioriz6 la malaria en las metas del milenio para el componente de salud
(CONPES 2012)

An. darlingi es considerado el principal vector de malaria en la region de la Amazonia y la
Orinoquia (Olano et al., 2001, Montoya-Lerma et al., 2011). En este trabajo, esta especie
fue la més abundante y se encontré infectada por parasitos del género Plasmodium en
todos los sitios de estudio. Ademas presentd una actividad durante toda la noche dentro
y fuera del domicilio exhibiendo un comportamiento exofagico y endofagico descrito para
la especie (Acosta, 1969; Elliott, 1972; Forattini, 1987; Charlwood, 1980, Rubio-Palis,
1995; Rubio-Palis, 2000). An. darlingi present6 diferencias en los patrones de
comportamiento de picadura que dependié de la densidad de la especie, con una
actividad constante durante la noche en los meses en que se registré una baja densidad,
en tanto que en los meses de mayor densidad se observaron picos de actividad entre las
19-22hrs y las 2-4hrs. Este comportamiento confirma la plasticidad en los habitos de
picadura que han sido observados para la especie en América. Voorham, 2002; Silva-
Vasconcelos et al., 2002).

En este contexto, se puede establecer que la poblacion humana en las localidades de
estudio tiene el mismo riesgo de contacto con el mosquito tanto en el intra como en el
peridomicilio. El nivel de exposicion a la picadura por este mosquito se ve incrementado
por las actividades humanas entre las 18- 22 hrs en el intradomicilio y peridomicilio y
entre las 4:00 y 6:00 h en el intradomicilio; periodos que coinciden con los mayores
porcentajes de contribucion de actividad de picadura observados para An. darlingi en
cada uno de estos ambientes. Con respecto al periodo entre las 22:00 y las 4:00 h, se
observé un incremento en la actividad intradomiciliar entre las 12 -2h en las tres
localidades de estudio, y fue en estas horas en que se encontraron los mosquitos
infectados; este tipo de comportamiento puede estar respondiendo a la disponibilidad de
alimento sanguineo dado que la gente se encuentra durmiendo y esta desprotegida
debido al tipo de viviendas, algunas de ellas con paredes hechas con palos y plasticos, y
otras con orificios que permiten la entrada del vector a la vivienda. No obstante estos
patrones pueden variar localmente de acuerdo a la regidon geogréfica, la estaciéon
climatica, y las dinamicas de la poblacion (Elliot, 1972; Charlwood, 1980; Forattini 1987;
Tadei, 1998; Rozendaal, 1989; Klein y Lima 1990; Rubio-Palis, 1995; Ledn et al., 2003;
Tineo et al., 2003; Achee et al., 2006; Brochero et al., 2005; Harris et al., 2006; Moreno
et al., 2007; Magris et al., 2007; Girod et al., 2008).

An. darlingi fue recolectada en diversos sitios de cria que incluyeron ambientes naturales
y artificiales con presencia de vegetacién circundante o emergente para proporcionar el
refugio necesario que se ha establecido asegura la sobrevivencia de las larvas (Orr y
Resh, 1989), sin embargo, esta especie también se encontré en sitios completamente
expuestos al sol lo que confirma su capacidad de adaptacién a ambientes fuertemente
modificados colonizando nuevos y diferentes sitios de cria, en &reas periurbanas, que
contribuyen a la presencia de ésta especie durante todo el afio aumentando el riesgo de
exposicion de la poblacién humana a su picadura (Pinedo-Cancino et al., 2006, Vittor et
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al., 2006, Singer y De Castro, 2006; Sallum et al., 2008). En las localidades de estudio,
esta especie estuvo asociada a sitios de cria ubicados en grandes extensiones de suelo,
resultado del desbordamiento de grandes rios como el Orinoco, Meta, Guaviare y
Vaupés, lo que dificulta su control en estadios inmaduros.

Los miembros del complejo Albitarsis no son considerados vectores de malaria en
Colombia; sin embargo, en este trabajo An. albitarsis s.| se encontré en simpatria con An.
darlingi durante todo el afio, con actividad durante las cuatro primeras horas de la noche,
tiempo que coincide con el periodo de mayor exposicion de la poblacion a las picaduras
en el intradomicilio y peridomicilio. Ademas, An. albitarsis F se encontr6 naturalmente
infectada por P. falciparum y P. vivax en una de las tres localidades estudiadas y fue la
mas frecuente en los sitios de cria periurbanos de Puerto Carrefio, y San José del
Guaviare presentando preferencia por criaderos de tipo permanente y de origen antropico
como estanques piscicolas que determinan una gran cercania a las viviendas por ser la
fuente de ingreso econémico de los pobladores aumentando el riesgo de contacto con el
vector.



4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

1.

Debido a que An. darlingi se encontré infectado con Plasmodium falciparum, y P.
vivax, presentd una amplia distribucion y exhibié un comportamiento exofagico y y
exofilico con una marcada antropofilia se confirma su papel como vector principal de
malaria en las areas de estudio.

An. albitarsis s.| esta presente junto con An. darlingi y debido a que se encontré
infectada por P. vivax (VK 210) y P. falciparum, y con actividad de picadura durante el
tiempo en que la poblacién estd mas expuesta a las picaduras, se considera que esta
especie puede estar actuando como vector secundario contribuyendo a mantener el
caracter endémico de la malaria durante todo el afio en Puerto Carrefio, Vichada.
Debido a las caracteristicas bioldgicas registradas para An. darlingi, las estrategias
de control deben estar dirigidas hacia los adultos para reducir el contacto hombre
vector y la densidad de la poblacion de ésta especie.

Como resultado de las actividades humanas existen sitios de cria naturales y
artificiales que poseen condiciones favorables para la cria no solo del vector primario
An. darlingi reportado para las localidades de estudio sino para otras especies de
Anopheles como An. albitarsis s.|

Debido a que An. albitarsis F se encontr6 infectado por P. falciparum con una elevada
tasa de inoculacion entomoldgica y adaptada a sitios de cria préximos a las
viviendas, las especies del complejo Anopheles Albitarsis deben ser objeto de
vigilancia entomolégica rigurosa y permanete para determinar con mayor énfasis su
importancia epidemioldgica en las areas de estudio

Las condiciones geograficas, climaticas, econémicas, sociales, y de paisaje propias
de cada regién aunado a los procesos de intervencion antrépica, complejizan la
dindmica de transmision de malaria en las localidades de estudio.

Las condiciones climaticas presentes en temporada de lluvia y temporada seca
determinan la dinamica de sitios de cria que influyen en la presencia o asuencia de
especies de anofelinos.

En los eventos de muestreo se encontraron diferencias en las abundancias de
especies de anofelinos que pueden estar relacionadas a las condiciones climaticas
en el momento del muestreo.
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4.2 Recomendaciones

1.

De acuerdo a los patrones de comportamiento de picadura observados para las
especies de Anopheles y particularmente An. darlingi y An. albitarsis s.l se sugiere
el uso de telas impregnadas con insecticidas de larga duracién, complementada
con medidas de proteccidén personal como el uso de repelentes para reducir el
contacto hombre-vector en las horas en que la poblacién esta mas expuesta a las
picaduras de los mosquitos.

La realizacion de este tipo de trabajos contribuyen la base para reorientar las
estrategias de control en los vectores de malaria en zonas endémicas, pero
también constituye un llamado de atencién sobre la necesidad de adelantar
estudios entomoldgicos sistematicos locales que le permitan al pais conocer su
realidad epidemioldgica y entomoldgica en concordancia con los cambios del
Gltimo milenio.

El conocimiento sobre la composicién de la fauna y el comportamiento de
insectos vectores de enfermedades constituye un factor fundamental para la
prevencion y control de malaria en zonas endémicas. Las autoridades nacionales
y locales deben hacer uso de este conocimiento para definir estrategias de control
integrado y selectivo acorde con las caracteristicas propias de cada localidad
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