Determinacion del papel como vector de malaria de las especies de
Anopheles presentes en el departamento del Meta, Colombia

MARTHA LILIANA AHUMADA FRANCO

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina
Infecciones y Salud en el Trépico

Bogota, D. C. 2009



Determinacion del papel como vector de malaria de las especies de
Anopheles presentes en el departamento del Meta, Colombia

Martha Liliana Ahumada Franco

Trabajo de grado
Presentado como requisito parcial para optar al titulo de
Maestria en Infecciones y Salud en el Trépico

Martha Lucia Quifiones P. MSc. PhD
Directora

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina
Programa de maestria en Infecciones y Salud en el Tropico

Bogota, D. C. 2009



Agradecimientos
Deseo expresar sincero agradecimientos:

- Al Instituto Nacional de Salud por el apoyo para realizar los estudios de
maestria y por la cofinanciacion de este proyecto.

- A Colciencias por la financiacion del proyecto.

- A la Secretaria de Salud del Meta por el apoyo en la realizacién de las
actividades de campo.

- Al Dr. Luis Alberto Gomez, Yibby Forero y Alvaro Calvache,
Subdirectores de Investigacion, Instituto Nacional de Salud.

- A la Dra. Martha Lucia Quifiones por la oportunidad de aprender de
vectores de malaria y la direccidén de este trabajo.

- Ala Dra. Luz Stella Buitrago y a su equipo del grupo de Entomologia por
el apoyo incondicional en el desarrollo de las actividades de campo.

- Al Dr. Jaime Ramirez Avila por su amistad y el apoyo en el desarrollo de
este proyecto.

- A Paula Ximena Pareja por el apoyo en la realizacion del trabajo de
campo Yy laboratorio.

- A Marco Fidel Suéarez por su valioso apoyo en el trabajo de campo y
laboratorio.

- A Manuela Herrera y Lorena Orjuela por su amistad y apoyo
incondicional para la ejecucion del proyecto.

- Ala Dra. Jan E. Conn por su apoyo para la obtencion de las secuencias
de los marcadores moleculares.

- A la Dra. Maria Anice Sallum por la confirmacion taxonOmica de
Anopheles costai.

- A Olga Lucia Cabrera y Erika Santamaria por su apoyo incondicional
para la ejecucion de este proyecto.

- Y a las personas que con su apoyo y amistad hicieron posible realizar
este trabajo.



1

2
3

4

5

6
7
8
9

Tabla de contenido

INEFOAUCCION ... e e e e e e 7
1.1  Mosquitos vectores de malaria............coeuvvvervimiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeiinenns 10
1.1.1 Especies de Anopheles presentes en el departamento del Meta ... 11
1.1.2 Antecedentes de infeccion por Plasmodium en especies de
Anopheles presentes en el departamento del Meta ...........ccccceeeeeevvvvinnnnnnn. 13
1.1.3 Vectores de malaria en el departamento del Meta...........cccc.cuuueeeee 14
HIPOIESIS. ...t e e e e e e e e e et e e e e e e aa 17
(@] 0] 1] 117/ 1S 17
3.1 ODJetiVO gENETal ....cccoe e ————————— 17
3.2 ODbjetivos @SPECITICOS........coiiiiiiiiiiiiiiiiiees e 17
Materiales y MEtOdOS .........coviiiiiiiiiii 18
4.1 Area@a de €StUTIO ....cccoiiiiiiiiiieiieee et 18
4.2  Recoleccion de material entomolOgiCo ...........covvvvvvvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeennn 20
4.2.1 Recoleccion de inmaduros y descripcion de sitios de cria.............. 20
4.2.2 Caracterizacion del comportamiento de picadura de las especies de
ANOPRNEIES ... i 20
4.2.3 Deteccion de variacion estacional en el comportamiento de las
especies de ANOPNEIES ...........oovvviiiiiiiic e 21
4.3 Identificacion del material entomolOgiCo............ccevvrvviviiiiiiiiiiiiiieeeeenn. 21
4.3.1 Obtencion de series entomolOgiCas. .........ccovvvvivvevvriiiiiiiiiiiineeee e 21
4.3.2 Determinacion taXONOMUICA. .......ueeriiiiieeeeeeeeeeeeee et eeeeeeaeeae e 22
4.3.3 Confirmacion molecular de las eSpecies.........ccccuurvreereriirieeeeeenennens 22
4.4  Deteccion de infeccion natural por Plasmodium spp. .....cccceeeeeeeeeennns 24
4.5  ANAISIS UE JALOS ...t 24
RESUIATOS ... e e e e e e e e e e eeaeaeneaes 25
5.1 Determinacion taxondmica de las especies de Anopheles................. 25
5.2  Confirmacion taxondmica de las eSPecCies..........covvvvevvvvvvvvivvvniniinennn 26

5.3 Identificacidn de los sitios de cria para las especies de Anopheles ... 29
5.4  Caracterizacion del comportamiento de picadura de las especies de

ANOPNEIES. ... e 31
5.4.1 Deteccion de variacion estacional en el comportamiento de las
especies de ANOPNEIES ...........oovviiiiiiiii e 32

5.5 Infeccién natural y tasa de inoculacion entomologica (TIE)................ 40
DiScuSION de reSUAdOS ..........coovviiiiiiiie e 42
(0] g [od (1157 o] [P 55
oo =T a0 b= Vol 0] =TS 57

Referencias bibliografiCas ............oooiiiiiiiiiiiiie e 58



Resumen

En Colombia el 85% del territorio por debajo de los 1.600 m.s.n.m presenta
transmision de malaria. El departamento del Meta presenta una transmision
variable, endémica o epidémica donde la mayoria de los casos son originados
por infeccibn con Plasmudium vivax y P. falciparum. Los estudios de
comportamiento, epidemioldgicos y los hallazgos de infeccion natural han
incriminado a Anopheles darlingi como el principal vector. Sin embargo, en este
departamento se han identificado 24 especies mas de Anopheles entre las que
estan incluidas especies que hacen parte de complejos, tal es el caso de An.
marajoara (complejo Albitarsis), An. oswaldoi (complejo Oswaldoi), An.
triannulatus (complejo de Triannulatus) y An. pseudopunctipennis, y otras
especies reconocidas como vectores de malaria en otras regiones de América.
Por esta razon es necesario actualizar las especies de Anopheles reportadas
para este departamento y establecer el papel que cada una de ellas juega el
mantenimiento de la transmisién de la malaria. A partir de 5.215 mosquitos
recolectados en sitios de cria y con atrayente humano protegido se identificaron
12 de las 25 especies registradas para el departamento: An. argyritarsis, An.
braziliensis, An. costai, An. darlingi, An. neomaculipalpus, An. nimbus, An.
peryassui, An. pseudopunctipennis s.l. y An. rangeli. De los complejos de
especies se confirmoé la presencia de An. marajoara, An. triannulatus s.s. y An.
oswaldoi B. En criaderos An. darlingi (31%) fue la especie mas abundante
seguida de An. marajoara (23%) y An. rangeli (16%). De 3.667 mosquitos
recolectados con atrayente humano protegido se encontré que An. darlingi fue
la especie mas abundante con un 95% del total de especimenes capturados,
seguida de An. marajoara (2,4%), An. braziliensis (0,7%), An. oswaldoi B (0.7%)
y An. rangeli (0,5%), las cuales a excepcion de An. braziliensis, tienen
antecedentes como vectores de malaria. Aunque se confirmé la presencia de
otras especies de Anopheles en el departamento del Meta, con antecedentes

de infeccion o vectores reconocidos en otros paises de América, solo se



encontrd positivo para infeccion con P. falciparum a An. darlingi. Esto, junto con
su una amplia distribucion y caracteristicas en su comportamiento que
favorecen la transmision del parasito al humano, permiten confirmar su papel en
la transmisién de malaria en el departamento. Sin embargo, los estudios de
comportamiento de picadura y actividad estacional permitieron establecer que
las otras especies de Anopheles que son susceptibles de infectarse con
parasitos de Plasmodium incluyen al hombre como fuente de alimento
sanguineo, acceden al domicilio humano y estan activas durante el tiempo en
que la poblacion estd mas expuesta a las picaduras, caracteristicas que les
permitirian actuar como vectores primarios 0 secundarios cuando las
condiciones ambientales favorezcan su proliferaciéon y haya un aumento de la
tasa de infeccibn con el parasito. Teniendo en cuenta los resultados se
recomienda a las autoridades de salud y a la poblacion del departamento del
Meta ampliar el uso de mosquiteros tratados pero complementado con medidas
de proteccion personal y educacion que contribuyan a la reduccion del contacto
hombre-vector en las horas en que la poblacibn esta mas expuesta a las
picaduras de los mosquitos.
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Introduccién

La malaria es una enfermedad infecciosa causada por parasitos del género
Plasmodium transmitidos al hombre por mosquitos del género Anopheles. A
nivel mundial esta patologia continGa siendo una de las mayores causas de
morbilidad y mortalidad en paises tropicales y subtropicales del mundo,
particularmente en Africa. En el 2008 se identificaron 109 paises con malaria
endémica (Figura 1). Se estima que anualmente se presentan entre 350 y 500
millones de episodios al afio, causados principalmente por Plasmodium
falciparum y Plasmodium vivax, y un millbn de muertes en menores de cinco

afnos entre 3.300 millones de personas en riesgo (WHO, 2008).

Figura 1. Mapa de riesgo de transmision de malaria, 2006. (WHO, 2008)

En Latinoamérica, Colombia ocupa el segundo lugar en el reporte de casos
anuales después de Brasil, en donde la transmision ocurre en el 85% del
territorio situado por debajo de los 1.600 m.s.n.m. y se estima que
aproximadamente el 60% de la poblacion se encuentra en riesgo de enfermar o
morir por esta enfermedad. Se han identificado seis regiones con mayor
transmision, la region de la Amazonia, Atlantica, Centro Oriente, Uraba-Bajo
Cauca- Alto Sinu, Orinoquia y Pacifica (Padilla y Pefia, 2002). La Orinoquia,

y



ocupa el tercer lugar en nimero de casos, siendo el departamento del Meta el
que ocupa el segundo lugar con indices Parasitarios anuales (IPA, nimero de
casos por 1.000 habitantes) superiores a 17 (Padilla y Pefa, 2002; Zambrano,
2006). En este departamento se destaca el predominio de infecciones por P.
vivax (72%), seguido de P. falciparum (25%). En el comportamiento de la
malaria entre 2000-2008 se observé un aumento de los casos en el 2003 con
un posterior descenso de la incidencia entre el 2004 y el 2008 (Sivigila, Instituto
Nacional de Salud, 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Comportamiento de la malaria en el departamento del Meta entre
2000 y 2008 (SIVIGILA, 20009).

Al realizar el mapa de riesgo con los IPA correspondiente al afio de mayor
incidencia, 2003, comparado con el periodo 2007-2008, se establece que para
el 2003, 24 de los 29 municipios del departamento corresponden a regiones del
mediano y alto riesgo y para los afios 2007 y 2008 habian disminuido a 14 y 11
respectivamente siendo Unicamente los municipios de Puerto Rico, Mapiripan y
Puerto Concordia las areas de alto riesgo de transmision para este periodo de
tiempo (Figura 3).
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Figura 3. Comparacion en la distribucion de la incidencia de la malaria en el
departamento del Meta.

Durante el afio 2008 se presentd un aumento de los casos de malaria en el
municipio de Villavicencio, donde se detectaron 69 casos de P. vivax y 36 de P.
falciparum. La construccion del canal endémico a partir de los registros de
SIVIGILA de 2003 a 2008 permitidé establecer que histéricamente se presenta
un aumento de los casos durante la semana 8 que corresponden con el mes de
febrero. El resto del afio la transmision es estable con un aumento en el niumero

de casos entre abril y julio (Figura 4).
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Figura 4. Canal endémico para malaria del municipio de Villavicencio 2003-
2008 (Fuente: SIVIGILA, 2009).



1.1 Mosquitos vectores de malaria

Aunque en el mundo se han registrado mas de 3.500 especies de mosquitos
pertenecientes a 42 géneros, se ha establecido que Unicamente las especies
del género Anopheles son capaces de transmitir los parasitos causantes de
malaria en humanos. Este género contiene mas de 500 especies de las cuales
70 son capaces de transmitir el parasito, sin embargo solo 40 de ellas han
llegado a tener un papel importante en la transmision de malaria en el mundo
(Service y Townson, 2002; Marrelli et al., 2006).

En Colombia se registran aproximadamente 45 especies de Anopheles, siendo
s6lo 9 de ellas consideradas vectores de malaria, las cuales han sido
incriminadas como vectores de Plasmodium basados en correlaciéon entre la
distribucion geogréfica y la presencia de transmision de malaria, en registros de
diseccion de glandulas salivares, deteccion de la infeccion con parasitos
Plasmodia humano mediante las técnicas inmunoradiométrica (IRMA) y ELISA
(SEM, 1957; Herrera et al, 1987; Quifiones et al.,, 2006). Como vectores
primarios se consideran Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root, 1926, An.
(Nys.) albimanus Wiedemann, 1820 y An. (Nys.) nuneztovari Gabaldon 1940, y
como vectores secundarios: An. (Kerteszia) neivai Howard, Dyar and Knab
1912, An. (Kerteszia) lepidotus Zavortink 1973 An. (Anopheles)
pseudopunctipennis Theobald 1901 y An. (Anopheles) punctimacula Dyar y
Knab 1906 (SEM, 1957; Quifiones et al, 1987; Herrera et al, 1987; Olano et al.,
2001). Sin embargo, recientemente se han incriminado en el departamento del
Putumayo a Anopheles (Nyssorhynchus) rangeli Gabaldon, Cova-Garcia y
Lopez, 1940 y Anopheles (Nyssorhynchus) oswaldoi (Peryassu 1922)
(Quifiones et al., 2006).
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1.1.1 Especies de Anopheles presentes en el departamento del Meta

Para el departamento del Meta se han registrado 25 especies de Anopheles:
An. apicimacula Dyar y Knab, 1906; An. argyritarsis Robineau-Desvoidy, 1827;
An. bambusicolus Komp, 1937; An. boliviensis (Theobald, 1905); An.
braziliensis (Chagas, 1907); An. darling Root, 1926; An. eiseni Coquillett, 1902;
An. forattinii Wilkerson y Sallum 1999; An. gilesi (Peryassu, 1908); An.
homunculus Komp, 1937; An. lepidotus Zavortink, 1973; An. marajoara Galvao y
Damasceno 1942; An. mattogrossensis Lutz y Neiva, 1911; An.
neomaculipalpus Curry, 1931; An. nimbus (Theobald, 1902); An. oswaldoi
(Peryassu, 1922b); An. parvus (Chagas, 1907); An. pseudopunctipennis
Theobald, 1901; An. peryassui Dyar y Knab, 1908; An. punctimacula Dyar y
Knab 1906; An. rangeli Gabaldén, Cova-Garcia y Loépez, 1940; An.
squamifemur Antunes 1937; An. strodei Root, 1926; An. triannulatus Neiva y
Pinto, y An. trinkae Faran, 1979 (Renjifo, 1948; Bates y Zulueta, 1949; Renjifo y
Zulueta, 1974; SEM, 1957; Faran, 1980; Sallum et al., 1999; Wilkerson y Sallum
et al.,, 1999; Olano et al., 2001; Brochero et al., 2005; Gonzéalez y Carrejo,
2007).

Algunas de las especies antes mencionadas se reconocen como miembros de
complejos o especies cripticas tal es el caso de An. marajoara (Wilkerson et al.,
1995a,b), An. oswaldoi (Marrelli et al., 1999), An. triannulatus (Silva-do-
Nascimento et al., 2006), An. pseudopunctipennis (Estrada-Franco et al., 1993a,
1993b) y An. mediopunctatus (Lutz 1903) (Sallum et al., 1999).

An. marajoara, pertenece al complejo Albitarsis en el cual se encuentran
también An. albitarsis s.s., An. oryzalimnetes Wilkerson y Motoki, 2009, An.
deaneorum Rosa-Freitas (Wilkerson et al., 1995a, 1995b; Wilkerson et al., 2005,
Li y Wilkerson, 2005; Motoki et al., 2009), An. janconnae Wilkerson y Sallum
2009 (Lehr et al., 2005; Motoki et al., 2009) y recientemente se describié para

Colombia en el departamento de Vichada, municipio de Puerto Carrefio la
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especie An. albitarsis F (Brochero et al., 2007). Las hembras adultas del
complejo solo pueden ser diferenciadas por técnicas de biologia molecular, o
por la asociacion de caracteres morfolégicos de sus diferentes estadios, aunque
esto Ultimo solo es valido para An. deaneorum (Wilkerson et al., 1993; 1995b).
El reporte de An. marajoara en el departamento del Meta requiere de
confirmacion, dado que An. albitarsis F podria estar también presente en esta

region.

Una situacion similar ocurre con An. oswaldoi, donde el complejo esta
conformado por al menos 4 especies, de las cuales hasta el momento han sido
registradas en Colombia An. oswaldoi A, B y C (Ruiz et al., 2005; Quifiones et

al., 2006; Ruiz F, Wilkerson RC, Ponsoby D, Quifiones ML, Sallum MA, Linton YM. Molecular
systematics of the Oswaldoi Complex (Anopheles: Nyssorhynchus) in South America. Memorias 75 Annual

Meeting of the American Mosquito Control Association, Nueva Orleans, EU, abril de 2009), siendo An.
oswaldoi s.s. hasta ahora encontrado Unicamente en Brasil (Motoki et al., 2007;
Sallum et al., 2008).

Del complejo de Triannulatus se conoce que comprende tres especies. An.
triannulatus s.s., especie con una amplia distribucion desde Nicaragua hasta
Argentina (Faran y Linthicum, 1981; Chadee y Wilkerson, 2005) y An. halophilus
Silva-do-Nascimento y Lourenco-de-Oliveira y An. triannulatus C que hasta
ahora solo han sido encontradas en el centro de Brasil (Silva-do-Nascimento y
Lourencgo-de-Oliveira, 2002; Silva-do-Nascimento et al., 2006), sin embargo,
existe la posibilidad de que las especies del complejo estén presentes en otros

paises de centro y suramérica.

Bajo el nombre de An. pseudopunctipennis hay evidencia, por experimentos con
cruces, citogenética, andlisis de isoenzimas y del ADN ribosomal que existen al
menos dos especies diferentes en este complejo (Estrada-Franco et al.,
1993a,1993b, 1993c; Coetzee et al., 1999). An. pseudopunctipennis A, presente

en localidades de México y An. pseudopunctipennis B, presente en Bolivia y
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Peru (Estrada-Franco et al., 1993c). Hasta el momento no se ha establecido a
que especie del complejo pertenecen las poblaciones de Colombia.

An. mediopunctatus s.l. estaba incluida entre las especies registradas para el
departamento del Meta (Gast, 1943; SEM, 1957; Gonzalez y Carrejo, 2007). Sin
embargo, estudios taxondmicos establecieron que bajo este nombre se incluian
tres especies An. mediopunctatus, restringida al sureste de Brasil, An. costai y
An. forattinii. Estos trabajos incluyeron en su revision material entomolégico del
Meta lo que permitié confirmar la presencia de An. costai y An. forattinii en este
departamento. Se ha establecido que estas dos especies presentan una
distribucién simpéatrica (Sallum et al., 1999; Wilkerson y Sallum, 1999). En
Colombia es necesario realizar trabajos que permitan confirmar la distribucion
de estas especies dado que fueron incluidas dentro de An. mediopunctatus
(Gonzélez y Carrejo, 2007).

1.1.2 Antecedentes de infeccién por Plasmodium en especies de

Anopheles presentes en el departamento del Meta

De las especies de Anopheles presentes en el Meta Unicamente han sido
encontradas infectadas en este departamento con P. falciparum a An.
marajoara 0,7% (= An. allopha o An. albitarsis) y An. darlingi 0,06% (Renijifo,
1948; Herrera et al, 1987). Sin embargo, se registran otras especies que han
sido halladas infectadas con parasitos del género Plasmodium o tienen
importancia como vectores de malaria en otros paises de América pero que
hasta el momento se desconoce el papel que juegan en el mantenimiento de la

transmision de la malaria en este departamento (Tabla 1).
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1.1.3 Vectores de malaria en el departamento del Meta

Los estudios de comportamiento y epidemioldgicos unidos a los hallazgos de
infeccion confirman a An. darlingi como el principal vector de malaria en este
departamento (De Zulueta, 1950; Bates y Zulueta, 1949; Olano et al., 2001).
Una caracteristica que hace de An. darlingi, el vector mas eficiente de los
parasitos de malaria en las Américas, es su comportamiento altamente
antropofilico con actividad endofagica y exofagica (Acosta, 1969; Forattini,1987;
Rubio-Palis, 1995; Rubio-Palis, 2000). Varios trabajos realizados en
Latinoamérica acerca del comportamiento de esta especie, particularmente en
lo que respecta con la actividad de picadura, han mostrado que presenta
patrones de picadura variable dependiendo de la localidad y la estacion
climética en la que se hace la recoleccién de los insectos (Forattini, 1987;
Rozendaal, 1989; Klein y Lima, 1990; Rubio-Palis, 1995; Voorham, 2002; Le6n
et al., 2003; Tineo et al., 2003; Brochero et al., 2005; Moreno et al., 2007; Girod
et al., 2008).

En Colombia se ha observado que An. darlingi presenta una mayor actividad de
picadura entre las 18:00-19:00 h y las 22:00-24:00 h (Elliott, 1972; Brochero et
al., 2005). Sin embargo es necesario tener en cuenta que este patrén puede
cambiar debido al comportamiento estacional que ha sido registrado para esta
especie, es decir, altas densidades en los meses lluviosos y bajas en los meses
mas seco (Fernandez et al., 1995; Rubio-Palis, 1995; Voorham, 2002; Moreno
et al., 2007). En un estudio realizado en Villavicencio en la década de los 40 se
observé que la habilidad de An. darlingi como vector disminuia después de

finalizar la estacion lluviosa (Renjifo, 1948; Renijifo y Zulueta, 1974).
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Tabla 1. Especies de Anopheles del Meta con antecedentes de infeccion con

Plasmodium.

Especie

Infeccion natural

Localidad

Amapa, Brasil (Povoa et al., 2001; Conn et al.,

An. marajoara (=An. allopha ELISA 2002). ' .
An. abitarsis) ' Venezuela (Rgblo-Pahs etal., 1992)
IRMA Meta, C_olomb|a_ (Herrer_a etal., _1987)
Rondonia, Brasil (Oliveira-Ferreira et al.,1990)
ELISA Putumayo, Colombia (_Quinoﬁes et al., 2006)
_ Venezuela (Rubio-Palis et al.,1992)
An. oswaldoi s.I. IRMA Rondnia, Brasil (Oliveira-Ferreira et al.,1990)
Diseccidn de glandulas salivares | Junin, Pert (Hayes et al., 1987)
Putumayo y Caqueta, Colombia (Quifiones et al.,
An. rangeli ELISA 2006)', .
' Amap4, Brasil (Povoa et al., 2001)
Diseccidn de glandulas salivares | Junin, Perl (Hayes et al., 1987)
An. trinkae Diseccidn de glandulas salivares | Pert (Hayes et al., 1987).

An. pseudopunctipennis s.|

Diseccidn de glandulas salivares

Per(i (Hayes et al., 1987).

ELISA
IRMA

Amapa, Brasil (Povoa et al.,2001)
Rond6nia, Brasil, (Oliveira-Ferreira et al.,1990)

An. braziliensis

An. costai (= An.

Diseccidn de glandulas salivares | Valle y Narifio, Colombia (Ferrer, 1956)

mediopunctatus)
An. triannulatus s - IRMA _ Ront_ionia, Brasil (Oliveira-Ferreira et al.,1990)
' B Diseccion de glandulas salivares | Brasil (Arruda et al., 1986)
An. neomaculipalpus ELISA Bolivar, Venez_uela (Moreno et al., 2005)
' IRMA Meta, Colombia (Herrera et al., 1987)

En los ultimos afios se ha demostrado la importancia de realizar estudios
regionales acerca de las poblaciones de Anopheles, los cuales permitirian la
confirmacion taxonémica de las especie de este género (Lounibos y Conn,
2000), dado que en las areas de transmision pueden estar registradas especies
gue 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., 1995a, 1995b; Rosa-Freitas et al., 1998;
Marrelli et al., 2005). La confirmacién taxonomica unida a la deteccion de
infeccion natural con Plasmodium y a la caracterizacidon de los habitos de
picadura contribuye al entendimiento de la dindmica de transmision,
conocimiento que es indispensable para la seleccion de las medidas de control

vectorial adecuadas en cada area (Zimmerman, 1992; Grieco et al., 2005).
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El presente estudio se realiz6 con el propdsito de determinar las especies de
Anopheles presentes en el departamento del Meta y conocer su infeccion
natural con Plasmodium, comportamiento de picadura y preferencias de sitios

de cria.
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Ho:
Ha:

3.1

3.2

Hipotesis

Solo An. darlingi mantiene la transmision de la malaria en el Meta.
An. darlingi y otras especies del género Anopheles mantienen la

transmision de malaria durante todo el afio en el Meta

Objetivos

Objetivo general

Determinar las especies del género Anopheles presentes en el

departamento del Meta y su papel en la transmision de la malaria.

Objetivos especificos

Identificar las especies del género Anopheles presentes en el
departamento del Meta.

Determinar la infecciébn natural con Plasmodium falciparum, P.
vivax VK210 y P. vivax VK270 de las especies identificadas.
Caracterizar el comportamiento de picadura a humanos con
relacion a la transmision y sitios de cria.

Detectar los cambios estacionales en la densidad de las especies
encontradas a través del afio y comparar su comportamiento con
el de otros vectores reconocidos.

Calcular la tasa entomoldgica de inoculacién (TEI) de las especies
de Anopheles en las cuales se detecte infeccién con P. falciparum

y P. vivax.
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4 Materiales y métodos

4.1 Areade estudio

El departamento del Meta esté localizado en la region de la Orinoquia entre los
4°54°25” y 1°36'52” de latitud norte y los 71°04’'38” y 74°53'57” de longitud
oeste. El territorio estd conformado por una zona montafiosa representada por
el flanco oriental de la Cordillera Oriental, el piedemonte, zona de transicion
entre la cordillera y la llanura, la Serrania de La Macarena y la llanura que
ocupa el centro y oriente del departamento. El clima, propio de zonas tropicales,
se caracteriza por presentar niveles de precipitaciéon que van desde 2.000 mm
hasta 6.000mm o mas al afio con un periodo prolongado de lluvias que va
desde marzo hasta noviembre. El periodo mas seco se da entre diciembre y
marzo debido al efecto de los vientos alisos sobre el territorio. La temperatura
en el departamento oscila entre los 4°C en el paramo hasta valores por encima
de 24°C en la llanura. En el piedemonte la temperatura varia entre 18°C y 24°C
(IGAC, 1996). La diversidad de ecosistemas con condiciones ambientales
adecuadas para la transmision de malaria hacen que en este departamento
haya &reas de transmision variable, endémica o epidémica en las cuales se
puede incrementar por el desplazamiento poblacional de susceptibles y
portadores de parasitos (Padilla y Pefia, 2002).

Para la recoleccion del material entomolégico se seleccionaron municipios que
histéricamente han sido considerados de bajo riesgo de transmision como
Villavicencio, mediano riesgo como Fuente de Oro, Granada y San Martin y alto
riesgo como Puerto Concordia/Puerto Rico y Vista Hermosa (Figuras 3 y 5). Se
identificaron en cada municipio las localidades donde se habian presentado los
casos de malaria y a las cuales se tenia acceso. En las localidades

seleccionadas se ubicaron las viviendas donde se habian registrado
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transmisién. En cada una de ellas se llevd a cabo la recoleccion de mosquitos,

adultos e inmaduros, y la descripcion de los sitios de cria (Tabla 2).
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Figura 5. Ubicacion de los sitios de muestreo en el mapa de IPA del afio 2007.

Tabla 2. Localidades y fecha de de recoleccion del material entomologico.

Municipio Localidad Fecha Coordenadas geogréficas
LN LW
Fuente de Oro El Porvenir Marzo-2008 3,46653 73,66070
Granada La Florida Junio-2007 3,56736 73,71966
Puerto Concordia La Cascada Septiembre-2007 2,65014 72,93171
San Martin El Carmen Octubre 2007 3,68808 73,24066
La Libertad 3,68850 73,31576
Chaparral 3,58566 73,58741
San Francisco 3,61505 73,60947
Iraca 3,67234 73,71066
El Merey 3,69867 73,67476
Villavicencio La Cecilia Julio-2008 a junio- 4,09003 73,57994
Apiay 2009 4.10170 73,61520
Barcelona 4,09143 73,58203
Zuria 4,07910 73,61717
La Rosita 4,11228 73,61333
Santa Librada 4,09810 73,64075
Villa Hermosa 4,09950 73,62836
Vista Hermosa Los Alpes Octubre-2008 2,90731 73,76205
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4.2 Recolecciéon de material entomolégico

4.2.1 Recoleccion de inmaduros y descripcion de sitios de cria

La busqueda de los sitios de cria se realiz6 a una distancia hasta de 1.000 m de
la vivienda seleccionada para la recoleccion de los mosquitos adultos.
Adicionalmente, a estos se visitaron areas de los alrededores con el fin de
caracterizar la poblacién de Anopheles presente en el municipio, en principio
priorizando aquellas localidades con antecedentes de transmision. Las larvas
fueron recolectadas con cucharones y posteriormente empacadas en vasos
plasticos y transportadas al laboratorio de la Secretaria de Salud del Meta y al
Laboratorio de Entomologia del Instituto Nacional de Salud para la cria. Para
cada uno de los sitios de cria revisados se estableci6 la distancia a la vivienda
mAas cercana, tipo de criadero, es decir, cafo, laguna, pantano (temporal y
permanente), estanque piscicola y pozo y porcentaje de sombra sobre el area

total del criadero (Ver anexo 1).

4.2.2 Caracterizacion del comportamiento de picadura de las especies de

Anopheles

Para establecer los patrones de comportamiento de picadura de las especies de
Anopheles con respecto al domicilio humano, se recolectaron mosquitos adultos
con atrayente humano protegido simultdneamente en el intradomicilio y
peridomicilio entre las 18:00 y las 6:00 h por 2 a 3 dias, con rotacion de los
recolectores cada hora entre los dos sitios antes mencionados. Las capturas se
realizaron durante los primeros 50 minutos de cada hora. Los mosquitos se
colocaron en frascos rotulados especificando lugar (intradomicilio o
peridomicilio), fecha, hora, recolector y nimero de mosquitos. Después de
haberlos matado utilizando acetato de etilo o trietilamina se empacaron
individualmente en viales Eppendorf® de 1.5 ml con la tapa perforada. Los
tubos se empacaron en bolsas de cierre hermético que contenian silicagel para
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la preservaciéon del material entomoldgico. Las capturas se realizaron con
personal entrenado de la Secretaria de Salud de Meta y del Laboratorio de
Entomologia del Instituto Nacional de Salud. La Informacion de la captura fue

consignada en el formato No. 1 Actividad de picadura (Anexo 2).

La seleccion de la vivienda se realiz6 teniendo en cuenta el nimero de
mosquitos recolectados durante las primeras seis horas de la primera noche de
captura. Después de seleccionar la vivienda con mayor densidad se procedié a
realizar la actividad de picadura el resto de la noche y las dos noches

siguientes.

4.2.3 Deteccion de variacion estacional en el comportamiento de las

especies de Anopheles

Para establecer los patrones de variacién estacional de las especies de
Anopheles se seleccioné una localidad del municipio de Villavicencio y se
identificé una vivienda con antecedentes de transmisién de malaria en el 2008.
Entre julio de 2008 y junio de 2009 los mosquitos se recolectaron con atrayente
humano protegido simultaneamente en el intradomicilio y peridomicilio entre las
18:00 a las 6:00 h por 3 a 4 dias cada mes, con rotacion de los recolectores
cada hora entre los dos sitios antes mencionados con el fin de evitar el sesgo
de recolector. Posteriormente los mosquitos se empacaron como se describio

anteriormente.

4.3 Identificacidén del material entomologico

4.3.1 Obtencion de series entomoldgicas.

Las larvas de todos los estadios recolectadas en los sitios de cria se
transportaron al laboratorio para la cria y obtencion de la serie entomoldgica, es

decir, exuvia de larva IV, exuvia de pupa y adulto. Posteriormente se realizaron
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los montajes permanentes en bélsamo de canada para la determinacion

taxondmica de las especies.

4.3.2 Determinacién taxondmica

La determinacién taxondémica de los ejemplares se realiz6 utilizando las claves
de Linthicum (1988), Faran (1980), Faran y Linthicum (1981), Rubio-Palis
(2000) y Gonzélez y Carrejo (2007). Los especimenes obtenidos a partir de las
series entomoldégicas se determinaron utilizando la morfologia de las exuvias de
las larvas IV estadio, pupas y los adultos. Para An. costai se revisé la

morfologia de la genitalia del macho.

4.3.3 Confirmacion molecular de las especies

Para la confirmacion taxondmica de las especies se utilizé la secuencia de
nucleotidos del espaciador transcrito intergénico dos (ITS2) del ADN ribosomal
y del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COIl) obtenidas a partir de los
mosquitos adultos de las series entomologicas. El ADN gendmico fue extraido
utilizando el protocolo descrito en el manual del kit de QIAgen DNeasy Blood
and Tissue (QIAgen, Crawley, United Kingdom). La amplificacion de la region
del ITS2 fue realizada empleando el protocolo descrito por Li y Wilkerson (2005)
donde se utlizan como iniciadores las secuencias conservadas de las
subunidades 5.8S y 28S: ITS2F:5-TGTGAACTGCAGGACACATGAA-
3’ (forward) e ITS2R:5-ATGCTTAAATTTAGGGGGTAGTC-3 (reverse). La
reaccion de amplificacion fue realizada en un volumen final de 25ul, utilizando
kit Ready —To-Go-PCR bead (Amersham Pharmacia/Biotech, Piscataway, NJ,
USA). Se empled un termociclador PTC-200 (BioRad, Inc., Hercules. CA) con
los siguientes parametros: Denaturacion inicial 95°C por 2 minutos, 35 ciclos de
amplificacién (30s a 95°C, 30s a 56°C y 1 min a 72°C), seguidos de una
extension final a 72°C por 10 min. Las secuencias obtenidas en las dos
direcciones fueron realizadas por el Molecular Genetics Core del Wadsworth
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Center (Departamento de Salud del estado de Nueva York). Las secuencias de
ITS2 fueron editadas con el programa Sequencher 3.0 y posteriormente
comparadas con las disponibles en el GenBank utilizando BLAST (Zhang et al.,

2000) (Disponible en http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Para el caso del segundo marcador, se utilizé la secuencia completa del gen de
la COIl. La extraccion se realiz6 con el kit antes descrito y la amplificacion
siguiendo el protocolo de Lehr et al. (2005), el cual emplea dos pares de
iniciadores. Para la region N-terminal el TY-J-1400: 5-
TACAATTTATCGCCTAAACTTCAGCC-3 y UEA-6:5"-
TTAATTCCTGTAGGNACAGCAATAATTAT-3", y para la region COOH-terminal
el C1-J-2195: 5 -TGATTYTTTGGTCATCCNGAAGT-3'y el TL2-N-3014:5"-
AATGCACTAATCTGCCATATTAG-3'. La reaccion de PCR se realiz6 en un
volumen final de 25pl, utilizando el kit Ready—-To-Go-PCR bead (Amersham
Pharmacia/Biotech, Piscataway, NJ, USA), aproximadamente 1/100 de ADN del
mosquito y 20uM de cada iniciador. La amplificacién se llevé a cabo en un
termociclador PTC-200 (BioRad, Inc., Hercules. CA) con los siguientes
parametros: denaturacién inicial 95°C por 3 minutos, 35 ciclos de amplificacion
(2 minuto a 95°C, 1 minuto a 53°C y 1 minuto a 72°C). Los fragmentos fueron
secuenciados en las dos direcciones por el Molecular Genetics Core del
Wadsworth Center (Departamento de Salud del estado de Nueva York). Las
secuencias del gen completo fueron compiladas, editadas y alineadas con
ayuda del Sequencher 3.0 y posteriormente comparadas con las disponibles en
en el GenBank. Adicionalmente, fueron enviadas al Museo de Historia Natural
de Londres para ser comparadas con las secuencias incluidas en la base de

datos del Mosquito Barcode Iniciative (MBI).
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4.4 Deteccidén de infeccidén natural por Plasmodium spp.

Después de realizar la identificacion taxonomica de los mosquitos adultos
recolectados con atrayente humano, se separ6 la cabeza y el térax de cada uno
de ellos y se procesaron para la deteccion la proteina circunsporozoito (CS) de
P. falciparum, P. vivax VK210 y P. vivax VK247 de forma individual. Se sigui6 el
protocolo estandarizado (Wirtz et al., 1985, 1987) que utiliza el kit de Ensayo
por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) distribuido por el Centro para el
Control de Enfermedades (CDC, Atlanta, EU).

45 Analisis de datos

La tasa de picadura fue expresada como el promedio geométrico de picaduras
de hembras por persona por noche. Para la caso de la actividad de picadura
horaria esta fue expresada como el promedio geométrico de picaduras de
hembras por persona por hora. La infeccion natural fue calculada como el
porcentaje de mosquitos infectados para cada especie de Anopheles con cada
una de las especies de parasitos de Plasmodium identificadas. La tasa de
inoculacion entomoldgica fue calculada como el producto de la tasa de picadura

por la razén de infeccion obtenida en cada localidad de estudio.
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5 Resultados

5.1 Determinacién taxondémica de las especies de Anopheles

Se identificaron 5.215 mosquitos a partir del material entomoldgico recolectado
en los sitios de cria (n=1.548) y con atrayente humano protegido (n=3.667). De
los 3.667 mosquitos capturados con atrayente humano en cinco municipios de
este departamento, se identificaron 9 especies del género Anopheles siendo
An. darlingi la mas abundante (n=3.489). Se recolectaron adicionalmente
especimenes de An. marajoara (n=91), An. oswaldoi B (n=25), An. braziliensis
(n=25), An. rangeli (n=20), An. costai (n=9), An. triannulatus s.s. (n=6), An.

peryassui (n=1) y An. neomaculipalpus (n=1) (Tabla 3).

Tabla 3. Composicion de las especies de Anopheles recolectadas con atrayente
humano en los municipios del departamento del Meta entre julio 2007 y
diciembre de 2008 (No se realizaron capturas con atrayente humano protegido
en San Martin) (n=numero de individuos, N=nimero de noches).

Puerto Fuente de Vista

Especie Granada Villavicencio Concordia oro Hermosa Total
N =4 N =31 N =3 N =3 N =3 N =44
n % n % n % n % n % n %

An. darlingi 107 96,40 3034 95,59 288 99,31 36 100 24 42,11 3489 095,15
An. rangeli - - 20 0,63 - - - - - - 20 0,55
An. marajoara - - 90 2,84 - - - - 1 1,75 91 2,48
An. peryassui 1 0,90 - - - - - - - - 1 0,03
An. braziliensis 2 1,80 20 0,63 2 0,69 - - 1 1,75 25 0,68
An. costai 1 0,90 8 0,25 - - - - - - 9 0,25
An. neomaculipalpus - - - - - - - - 1 1,75 1 0,03
An. oswaldoi B - - - - - - - - 25 4386 25 0,68
An. triannulatus s.s. - - 1 0,03 - - - - 5 8,77 6 0,16
TOTAL 111 100 3173 100 290 100 36 100 57 100 3667 100

En los 6 municipios de estudio se revisaron 101 sitios de cria distribuidos de la
siguiente manera: Fuente de oro (8), Granada (47), Puerto Concordia (5), San
Martin (7), Villavicencio (30) y Vista Hermosa (5) a partir de los cuales se

recolectaron las larvas para la obtencion de 1.548 series entomoldgicas. An.
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darlingi (n=481) fue la especie con mayor distribucion dado que se encontrd en
estadio larval en todos los municipios incluidos en el estudio. Las especies,
aunque recolectados un menor numero de individuos, que presentaron una
amplia distribucion fueron An. triannulatus s.l. (5 municipios), An. rangeli (5) An.
marajoara, (4). Algunas de las especies como An. pseudopunctipennis s.l. (2),
An. peryassui (1) y An. nimbus (1) presentaron una distribucién mas restringida
(Tabla 4).

Tabla 4. Composicion de las especies de Anopheles obtenidas a partir de las
series entomoldgicas del material recolectado en el departamento del Meta
entre julio de 2007 y diciembre de 2008 (n=numero de series entomologicas,
N=numero de sitos de cria revisados).

Puerto Fuente de Vista

Especie Granada Villavicencio Concordia San Martin oro Hermosa Total
N=47 N=29 N=5 N=7 N=8 N=5
n % n % n % n % n % n % n %
An. darlingi 181 39,0 148 422 18 419 60 152 73 290 1 2,4 481 31,1
An. rangeli 87 18,8 76 21,7 9 20,9 1 0,3 74 294 - - 247 16,0
An. marajoara 85 18,3 124 35,3 - - 135 34,1 7 2,8 - - 351 22,7
An. peryassui 38 8,2 - - - - - - - - 38 2,5
An. oswaldoi B 26 56 - - - - - - 56 22,2 39 929 121 7,8
An. braziliensis 13 2,8 2 0,6 - - 192 48,5 - - - - 207 13,4
An. pseudopunctipennis s.l. 12 2,6 - - - - - - 37 14,7 - - 49 3,2
An. triannulatus s.s. 9 1,9 1 0,3 - - 6 1,5 1 04 2 48 19 1,2
An. argyritarsis 8 1,7 - - - - 2 0,5 1 0,4 - - 11 0,7
An. costai 5 1,1 - - 3 7,0 - - 3 1,2 - - 11 0,7
An. nimbus - - - - 13 30,2 - - - - - - 13 0,8
TOTAL 464 100 351 100 43 100 396 100 252 100 42 100 1548 100

5.2 Confirmacion taxondmica de las especies

A partir del material entomolégico recolectado en los seis municipios se
confirmaron 12 especies de Anopheles, las cuales fueron identificadas con la
utilizacion de caracteres morfolégicos de adultos y estadios inmmaduros y el
analisis de las secuencias del gen de la COIl y del ITS2. Con respecto a las
especies que hacen parte de complejos se confirmé la presencia de An.
marajoara (complejo Albitarsis), An. oswaldoi B (complejo Oswaldoi), An.
triannulatus s.s. (complejo de Triannulatus). Se identificaron especimenes del

complejo de An. pseudopunctipennis, sin embargo, las metodologias
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empleadas y la informacion disponible no permitieron establecer a cual de los
miembros de complejo pertenece (Tabla 5). Para el caso de An. marajoara, se
comparo adicionalmente la secuencia de ITS2 con la de An. albitarsis F,
disponible en el Gen Bank, obteniendo un porcentaje de homologia del 95%
(Puerto Carrefio, Colombia; DQ228315.1; Brochero y Wilkerson., 2007).
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Tabla 5. Porcentaje de homologia de las secuencias de ITS2 y COI de las especies de Anopheles recolectadas en el
departamento del Meta con las secuencias disponibles en el GenBank (*Secuencia no disponible en bases de datos, **especie
confirmada por ITS2, ***Secuencia disponible MBI, confirmada por Yvonne Linton, Museo de Historia Natural, Londres,

Inglaterra).
Especie No. de No. de % de Pais de No. de No. de % de Pais de Especie confirmada
identificacion ejemplares identificacion identidad Procedencia ejemplares identificacién identidad Procedencia con los
morfoldgica secuenciados dela secuenciados dela alineamientos
(ITS2) secuencia (Cal secuencia
An. argyritarsis 2 AY849553 929 Mérida, 2 MBI(8) - - An. argyritarsis
Venezuela
An. braziliensis 3 AF461753 98 Rondénia, 3 MBI(7) - Colombia An. braziliensis
U92336 99 Brasil DQ076237-38 98 Amapa,
Sin Brasil
informacion
An. costai 2 AF462379 98 Rondénia, 2 MBI(2) - - An.
Brasil mediopunctatus**
An. costai ***
An. darlingi 1 AF462388 99 Acre, Brasil 1 DQ076235-6 98 Amapa, An. darlingi
Brasil
An. Marajoara 3 AY028127 99 Chocé, 3 AF417699 96 Brasil An. marajoara
Colombia DQ076225.1 95 Brasil
MBI (1) - -
An. Nimbus 1 * - - 1 * - - -
An. oswaldoi 0 * - - 9 MBI - Colombia An. oswaldoi B***
An. peryassui 1 AF461755 99 Rondonia, 1 MBI (5) - Colombia An. peryassui
Brasil
An. 3 u49735 97 - 2 MBI (4) - Colombia An. pseudopunctipennis s.|.
Pseudopunctipennis
An. rangeli 6 DQ666910 929 Putumayo, 5 MBI - Putumayo, An. rangeli
Colombia Colombia
An. triannulatus 3 U92331 98 - 3 MBI - Putumayo, An. triannulatus s.s.***
Colombia
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5.3 Identificacién de los sitios de cria para las especies de Anopheles

Para la identificacion de los sitios de cria se establecieron cinco categorias:
cafio (incluyé corrientes de agua naturales y artificiales), laguna, pantano
(incluye potrero inundado temporalmente), estanque piscicola y pozo (agua
estancada, sin corriente). Se determind la presencia de las especies de
Anopheles en cada una de las categorias de criaderos identificadas en los 6

municipios de estudio (Tabla 6).

Tabla 6. Presencia de las especies de Anopheles en los 101 criaderos,
indicando preferencias por tipo de habitat (N= nimero de criaderos revisados
para cada tipo; n=namero de series obtenidas por especie).

Especie/ Cafio Laguna Pantanos Estanque Pozo Total
Tipo de criadero piscicola
N=28 N=12 N=32 N=22 N=7 N=101
n % n % n % n % n %
A. darlingi 217 45 73 15 127 26 36 7 28 6 481
A. marajoara 50 14 103 29 96 27 100 28 2 1 351
A. rangeli 132 53 2 1 40 16 52 21 21 9 247
A. braziliensis 2 1 187 90 18 9 0 0 0 0 207
A. oswaldoi B 72 60 32 26 5 4 12 10 0 0 121
A. pseudopunctipennis s.. 1 2 0 0 1 2 47 96 0 0 49
A. peryassui 0 0 0 38 100 0 0 0 0 38
A. triannulatus s.s. 3 16 2 11 7 37 7 37 0 0 19
A. Nimbus 13 100 0 0 0 0 0 0 0 0 13
A. costai 5 45 0 0 5 45 0 0 1 9 11
A. argyritarsis 1 9 2 18 6 55 2 18 0 0 11

Las larvas de An. darlingi (n= 481) fueron recolectadas en las cinco categorias
de sitios de cria, cafios (45%), pantanos (26%), lagunas (15%), estanques
piscicolas (7%) y pozos (6%) (Tabla 6), donde el porcentaje de sombra oscilo
entre 0-95%. Estuvo asociada con mayor frecuencia a An. marajoara, An.

rangeli y An. oswaldoi B.

An. marajoara (n= 351), fue encontrada en lagunas (29%), estanques piscicolas

(28%) y pantanos temporales (27%) (Tabla 6) donde el porcentaje de sombra
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no superé el 30%. Se encontré6 asociada a An. darlingi, An. rangeli, An.

braziliensis y An. argyritarsis.

Para el caso de los estadios inmaduros de An. rangeli (n= 247), estos fueron
recolectados en cafios (53%), estanques piscicolas (n=21) y pantanos (n=16)
(temporales) y donde los porcentajes de sombra fueron inferiores al 50%. En las
localidades de estudio se encontrd asociada a An. darlingi, An. marajoara, An.

oswaldoi B y An. pseudopunctipennis s.l. (Tabla 4 y 6).

An. braziliensis (n= 207) recolectada en lagunas (90%) y potreros inundados
incluidos en la categoria de pantanos (9%), los especimenes de esta especie
fueron capturados junto con An. marajoara, An. argyritarsis y An. darlingi (Tabla
6).

Para An. oswaldoi B (n= 121) los principales sitios de cria fueron habitats
naturales tales como cafios (60%) y lagunas (26%), aunque también se
encontraron larvas en menor nimero en estanques piscicolas (10%) localizados
en areas periurbanas (Tabla 6). Esta especie puede estar presente en criaderos
parcialmente sombreados a expuestos. Se encontrd principalmente junto con

An. darlingi, An. marajoara y An. rangeli.

Las larvas de especimenes pertenecientes al complejo de An.
pseudopunctipennis (n= 49) fueron recolectadas principalmente en estanques
piscicolas (96%) asociadas con An. darlingi y An. rangeli. Para el caso de An.
peryassui (n= 38) esta especie se recolectd en Unicamente en pantanos,
particularmente en potreros inundados asociado con An braziliensis, An.

argyritarsis y An. marajoara (Tabla 6).

Entre las especies recolectadas con menor frecuencia estan An. triannulatus s.l.

gue se encontrd junto con An. marajoara, An. braziliensis, An. rangeli y An.
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darlingi en criaderos naturales y artificiales que incluyeron principalmente
pantanos y estanques piscicolas. An. nimbus (n=13) la cual se encontro
asociada con An. costai en caflos con 100% de sombra, localizados en un
ambiente selvatico del municipio de Puerto Concordia. Para el caso de An.
costai (n= 11), las larvas se encontraron en cafios (45%) y pantanos (45%) con
sombra por encima del 95%, asociadas con An. darlingi, An. nimbus, An.
oswaldoi B y An. rangeli. Los especimes de An. argyritarsis (n= 11) fueron
recolectados en pantanos (55%), lagunas (18%) y estanques piscicolas (18%)

se encontré asociada con An. marajoara y An. braziliensis (Tabla 6).

5.4 Caracterizacion del comportamiento de picadura de las especies de

Anopheles

En el estudio de caracterizacion de comportamiento de picadura de las
especies de Anopheles se encontr6 que en las capturas realizadas con
atrayente humano protegido en los cinco municipios de estudio la especie mas
abundante fue An. darlingi, Fuente de Oro, 100%, Granada, 96.4%,
Villavicencio, 95,6% y Vista Hermosa, 42,1% (Tabla 3). Estas observaciones
permitieron establecer que esta especie permanece activa durante toda la
noche con un comportamiento exofagico principalmente. Las bajas densidades
registradas, no permitieron obtener una informaciéon confiable para definir
patrones de comportamiento en las localidades muestreadas de estos cuatro
municipios, sin embargo, se evidenciaron maximos de actividad entre las 18:00
y las 19:00 h en Granada y Fuente de Oro y entre las 20:00 a las 23:00 h en
Fuente de Oro y Vista Hermosa. Adicionalmente, en la localidad de Vista
Hermosa se presenté otro valor maximo entre la 1:00 y las 2:00 h en el
peridomicilio y de 3:00 a 4:00 h en el intradomicilio exhibiendo An. darlingi en

esta localidad un patron bimodal.
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5.4.1 Deteccion de variacién estacional en el comportamiento de las

especies de Anopheles

En el municipio de Villavicencio, se realizé la actividad de picadura diaria para
An. darlingi entre julio de 2008 y junio de 2009 para un total 34 noches
distribuidas en 10 meses de observacion. Durante este periodo de tiempo se
recolectaron con atrayente humano 2.544 mosquitos. Se identificaron seis
especies del género Anopheles siendo An. darlingi (n= 2.443) la especie mas
abundante con un 96% del total de la poblacién capturada. Adicionalmente, se
identificaron An. marajoara (n=71), An. braziliensis (n=14), An rangeli (n=13),

An. costai (n=2) y An. triannulatus (n=1).

Para explicar la variacion mensual de la abundancia relativa de cada una de las
especies de Anopheles ésta se relacion6 con la precipitacion para cada uno de
los diez meses de observaciéon, medida en una estacion climatolégica instalada

en la vereda Apiay, Villavicencio.

En el peridomicilio se estableci6 que durante los meses con mayor
precipitacion, octubre de 2008 y junio de 2009, la especie predominante fue An.
darlingi. En los periodos de transicion y niveles bajos de precipitacion, aumenté
el nimero de individuos de An. marajoara, An. rangeli, An. braziliensis, An.
triannulatus y An. costai capturados en este habitat. Con respecto al
intradomicilio se observdo un comportamiento similar con un aumento del
nuimero de mosquitos de An. marajoara y An. braziliensis principalmente (figura
6).
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Figura 6. Distribucion mensual de las especies de Anopheles recolectadas con
atrayente humano entre julio de 2008 y junio de 2009 (N=tamafio de muestra,
n= numero de individuos).

La distribucion temporal de la tasa de picadura de An. darlingi, observada para
cada uno de los meses, mostr6 un patrén bimodal. Al relacionar este
comportamiento con la precipitacion mensual se observd que esta especie es
mas abundante en el mes de febrero que corresponde con el periodo seco y

julio que corresponde con un periodo de transicion entre la época de lluvias y la
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época seca. En los meses de abril, mayo y junio donde se presenta un aumento
de la precipitacion fueron los meses donde se capturé el menor nimero de
individuos (Figura 7). Esta especie presento en Villavicencio un comportamiento
endofagico y exofagico con un total de 1.472 mosquitos capturados en el
intradomicilio y 971 el peridomicilio. Se obtuvo para este municipio una tasa de
picadura promedio de 16,8 hembras/persona/noche, con valores que oscilaron
entre 4,2 y 56,7 hembras/persona/noche. No se presenté diferencia entre la
tasa de picadura obtenida en el intradomicilio y el peridomicilio para cada uno
de los meses de observacion (Prueba de Mann-Whitney: W=47; P=0.59; nivel

de confianza 95%).
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Figura 7. Comportamiento de la tasa de picadura mensual de An. darlingi y la
precipitacion registrada por Secretaria de Salud del Meta entre julio de 2008 y junio de
2009 en la estacién de Apiay, Villavicencio (Promedio geométrico de la tasa de
picadura, Intervalo de confianza del 95%). Los meses de octubre de 2008 y enero y
marzo de 2009 no se realizaron capturas de mosquitos. (N=tamafio de muestra, n=
numero de individuos).

La realizacion del estudio de cambios estacionales, por espacio de diez meses,
permitié determinar que An. darlingi presenta diferentes patrones de actividad
de picadura en cada uno de los meses de observacién. De forma general se
establecio que estuvo presente en el intradomicilio y el peridomicilio durante
toda la noche. Se detecté un maximo de actividad en el intradomicilio entre las
18:00 y 19:00 h y entre las 21:00 y las 23:00 h. Para el peridomicilio se presento

entre las 18:00 y las 19:00 h con un descenso a lo largo de la noche (Figura 8).
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Figura 8. Patrones de actividad de picadura de An. darlingi observados en
Quintas de San Fernando, vereda Apiay, Villavicencio entre julio de 2008 y junio
de 2009 (n=numero de individuos, N=numero de noches).
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Para establecer el nivel de exposicién que pudieran tener los humanos a las
picaduras de An. darlingi se analizaron los habitos de picadura del mosquito por
periodos, asumiendo un primer periodo en las primeras horas de la noche,
cuando probablemente las personas se encuentran expuestas en el
intradomicilio y peridomicilio, un segundo periodo durante la noche, cuando
probablemente las personas estan durmiendo, y un tercer periodo a la
madrugada, cuando probablemente algunas personas inician sus actividades.
Para este fin se definieron tres periodos establecidos de acuerdo con los
hébitos observados en la poblacion: periodo 1 (P1) entre las 18:00-22:00h
(cuatro horas); periodo 2 (P2) entre las 22:00-4:00 h (seis horas) y periodo 3
(P3) entre las 04:00-06:00 h (tres horas). Cada circulo concéntrico representa
un mes de observacion, siendo el interno julio de 2008 y el externo junio de
2009 (Figura 9). Para cada uno de los meses, el porcentaje de contribucion
relativa se expresé como la proporciéon de mosquitos recolectados por periodo
con respecto al total de los mosquitos capturados entre las 18:00 h y las 6:00 h

durante tres a cuatro noches del muestreo mensual.

Para el intradomicilio se observa, que durante el P1, los valores de porcentaje
de contribucién oscilan entre 38,9 y 78.3% con un valor promedio de 57%. Para
P2 los valores oscilan entre 20,5 y 52,9% con un valor promedio de 37% y para
P3 oscila entre 0 y 16,7% con un valor promedio de 6,4% (Tabla 7).
Adicionalmente, se observé en el intradomicilio, una mayor actividad en el
primer periodo durante el segundo semestre de 2008, donde los valores de
porcentaje de contribucién estuvieron por encima de 64% comparado con el

primer semestre de 2009 donde la actividad de An. darlingi disminuyd.

Para el peridomicilio, se obtuvo, que durante P1, los valores de porcentaje de
contribucion oscilan entre 53,3 y 81% con un promedio de 65,3%. Para P2 los
valores oscilan 19 y 45,5% con valor promedio 33% y para P3 oscila entre 0 y

5,0% con un valor promedio de 2,2% (Tabla 7).
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No se observaron diferencias significativas entre los valores de porcentaje de

contribucion obtenidos en el intradomicilio y el peridomicilio para cada uno de
los periodos P1 (t=-1,98, p=0.08), P2 (t=0,98, p=0.355) y P3 (t=1,66, p=0.14). Al

comparar los valores obtenidos para los periodos Pl y P2 se establecié que

para el intradomilicio no existen diferencia significativa (t=2.34, p=0.05), sin

embargo en el caso del peridomicilio se establecid que existe diferencia entre

los dos periodos de tiempo (t=4,93, p=0.001).

=p1

=p2

= P3

a. Intradomicilio

b. Peridomicilio

Figura 9. Variacion en el porcentaje de contribucion de la actividad de picadura
de An. darlingi en tres periodos de la noche. P1 18:00-22:00 h; P2 22:00-4:00 h;

P3 04:00-06:00 h.

Sitio Intradomicilio Peridomicilio

Mes P1 P2 P3 P1 P2 P3
Julio/08 76,1 23,2 0,7 59,0 39,9 1,9
Agosto/08 64,4 31,1 4,4 70,2 27,7 2,1
Septiembre/08 78,3 20,5 1,2 81,0 19,0 0,0
Noviembre/08 64,7 33,3 2,0 69,2 26,9 3,8
Diciembre/08 46,9 42,9 10,2 55,9 41,2 2,9
Febrero/09 41,8 52,0 6,2 53,3 43,0 3,6
Abril/09 38,9 44,4 16,7 54,5 45,5 0,0
Mayo/09 52,6 31,6 15,8 69,4 30,6 0,0
Junio/09 47,1 52,9 0,0 75,0 20,0 5,0

Tabla 7. Porcentajes de contribucién de la actividad de picadura de An. darlingi
en tres periodos de la noche, P1: 18:00-22:00; P2: 22:00-4:00; P3: 04:00-06:00.
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Para las especies recolectadas en menor proporcion en las capturas con
atrayente humano, durante el estudio de caracterizacion del comportamiento de
picadura y variacion estacional, se muestra una tendencia en los habitos de

picadura, sin una diferenciacion espacial y temporal.

Se observo para An. marajoara (n=90) que esta presente durante toda la noche
con tasas de picadura de 0,7 y 1,17 hembras/persona/noche en el intradomicilio
y el peridomicilio respectivamente. Mostr6 un maximo de actividad entre las
18:00 y las 22:00 h, tiempo en el que se recolecto el 60% de los mosquitos en el
intradomicilio y el 81% en el peridomicilio. Se destaco el pico de actividad entre
las 18:00 y 19:00 h en el peridomicilio con el 48,3% de los mosquitos

capturados (Tabla 8, Figura 10).

Tabla 8. Porcentaje de contribucion determinado para An. marajoara en
Villavicencio (Julio/2007-junio/2009).

Sitio 18-19 19-20 20-21 21-22 22-23 23-24 24-01 01-02 02-03 03-04 04-05 05-06
Intradomicilio 188 219 94 188 31 156 31 00 31 31 31 00
Peridomicilio 483 121 121 86 52 14,7 34 1,7 34 17 17 00
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Figura 10. Actividad de picadura de An. marajoara, Villavicencio (Entre julio
de 2007 y junio de 2009; N=34 noches).
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En Los Alpes, Vista Hermosa, An. oswaldoi B (n=25), presentd un
comportamiento principalmente exoféagico, donde la tasa de picadura presento
valor promedio de 2,1 hembras/persona/noche, mientras que en el intradomicilio
no superd las 0,3 hembras/persona/noche. En el peridomicilio exhibié dos
periodos con mayor actividad, entre las 18:00 y las 20:00 h, periodo donde se
captura el 73.9% del total de los mosquitos recolectados para esta especie, y
entre las 23:00 y 24:00 h. Presenta un pico de actividad en el intradomicilio
entre las 22:00 y 23:00 h (Tabla 9, Figura 11).

Tabla 9. Porcentaje de contribucion determinado para An. oswaldoi en la
localidad de Los Alpes, Vista Hermosa (octubre de 2008).

08 —— Intradomicilio

07 ——Peridomicilio
0,6

05

Tasade picadura de An. oswaldoi
(Promedio geométrico
hembra/persona/hora)

18-19 19-20 20-21 21-22 22-23 23-24 24-01 01-02 02-03 03-04 04-05 05-06
Horas

Figura 11. Actividad de picadura de An. oswaldoi B en la localidad de Los
Alpes, Vista Hermosa (octubre de 2008) (N=3).

An. rangeli (n=20) se captur6 con atrayente humano Unicamente en
Villavicencio donde la intensidad de muestreo fue mayor (N=34). Exhibié un
comportamiento principalmente exofdgico aunque también fue recolectada al

interior de la vivienda. No estuvo presente toda la noche y su actividad
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hematofagica se restringio a las primeras horas de la noche, 18:00 a 21:00 h

periodo en el que se recolectod el 100% de los mosquitos de esta especie.

An. braziliensis (n=20), estuvo presente durante toda la noche, aunque se
observaron variaciones a lo largo de las 12 horas. Present6 tres picos de
actividad, el primero entre las 18:00 y las 20:00 h en el intradomicilio y el
peridomicilio, el segundo hacia la media noche, 23:00-24:00 h en el
intradomicilio, y el tercero al amanecer, de las 05:00 a las 06:00 h en el

intradomicilio y el peridomicilio.

Para An. costai (n=8), dados el nimero reducido de individuos se puede decir
gue se alimenta en humanos, se capturé Unicamente en el peridomicilio entre
las 18:00 y 19:00 h.

De las especies restantes, capturadas en menor proporcion se tiene que An.
triannulatus s.s. (n=6) se capturd Unicamente en el peridomicilio entre las 18:00
y las 20:00 h. Para An. neomaculipalpus (n=1) y An. peryassui (n=1), poco
representadas en las capturadas con atrayente humano solo es posible decir

gue incluyen hombre como fuente de alimento sanguineo.

5.5 Infeccion natural y tasa de inoculacién entomoldgica (TIE)

Se procesaron 2.127 mosquitos para deteccion de infeccion natural por P.
falciparum, P. vivax VK247 y P. vivax VK210: An. darlingi (n=2.063), An.
marajora (n=47), An. rangeli (n=5), An. braziliensis (n=9), An. costai (n=2) y An.
triannulatus (n=1). En el municipio de Villavicencio se encontré infectado An.
darlingi (1/2.063) con P. falciparum para una tasa de infeccion de 0.05%. El
mosquito infectado fue capturado durante el mes de septiembre de 2008 entre
las 18:00-19:00 h en el intradomicilio.
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La tasa de inoculacion entomolégica (TIE), dada como el nimero de picaduras
infectivas recibidas por una persona en un afio, se calcul6 para Villavicencio a
partir de la tasa de picadura promedio de 16,8 picaduras/persona/noche
registrada en 31 noches de captura y la tasa de infeccién por P. falciparum
obtenida para An. darlingi. Se calcul6 que una persona recibe al afio un total
6.147,6 picaduras de An. darlingi con este valor se estim6é que una persona

puede recibir 3.0 picaduras infectivas por afo.
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6 Discusioén de resultados

La identificacion de las especies del género Anopheles presentes en el
departamento del Meta, junto con la informacién epidemiolégica, la deteccion de
infeccidn con especies de Plasmodium y la caracterizacion del comportamiento
permite establecer las especies involucradas en la transmision con el fin de
seleccionar adecuadamente las medidas para el control de la malaria en esta

region del pais.

Durante este estudio, la utilizacion de taxonomia clasica y el andlisis de las
secuencias de nucleétidos de los marcadores moleculares ITS2 y COIl permitid
identificar 12 especies de Anopheles. Sin embargo, a partir de las capturas con
atrayente humano se determind que solo nueve de ellas incluyen al hombre
como fuente de alimento sanguineo. Entre éstas la especie mas abundante fue
An. darlingi, seguida por An. marajoara, An. oswaldoi B, An. braziliensis, An.
rangeli, An. costai, An. triannulatus s.s., An. peryassui y An. neomaculipalpus.
Entre las recolectadas Unicamente en los sitios de cria se tienen An. nimbus,

An. argyritarsis y An. pseudopunctipennis s.I.

An. darlingi es un eficiente vector de malaria en América, particularmente en el
departamento del Meta los estudios de comportamiento, epidemioldgicos y los
hallazgos de infeccion lo confirmaron como el principal vector de P. falciparum y
P. vivax (De Zulueta, 1950; Bates y Zulueta, 1949; Herrera et al., 1987; Olano et
al., 2001). Esta especie present6 una amplia distribucién en el departamento del
Meta dado que se encontrd en estadio larval y en capturas de adultos en las
seis areas de estudio. Anteriormente, habia sido registrada en 13 de los 29
municipios del departamento (Gast, 1943; Renjifo, 1948; Bates y Zulueta, 1949;
Renjifo y Zulueta 1974; Faran, 1980; Brochero et al., 2005; Gonzélez y Carrejo,
2007). Este trabajo permiti6 ampliar los registros a Puerto Concordia y Vista

Hermosa.
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An. darlingi se presentd en diversos sitios de cria que incluyeron ambientes
naturales y artificiales que en ocasiones estuvieron completamente expuestos al
sol, sin embargo, la vegetacion circundante o emergente siempre estuvo
presente para proporcionar el refugio necesario que se ha establecido asegura
la sobrevivencia de las larvas (Orr y Resh, 1989). Estas observaciones
permitieron confirmar la capacidad de adaptacion de An. darlingi a los
ambientes modificados y la posibilidad que tiene de colonizar diferentes sitios
de cria, principalmente en las areas periurbanas, caracteristicas que se ha
observado favorecen la proliferacion y la presencia de ésta especie durante
todo el afilo aumentando el riesgo de exposicién de la poblacibn humana a su
picadura (Pinedo-Cancino et al., 2006, Vittor et al., 2006, Singer y De Castro,
2006; Sallum et al., 2008).

La caracterizacion del comportamiento de picadura realizado en las areas de
trabajo y particularmente durante el estudio longitudinal desarrollado en
Villavicencio, permiti6 observar que An. darlingi estd presente durante toda la
noche en el intradomicilio y peridomicilio confirmando el habito exoféagico y
endofagico ya descrito para esta especie (Acosta, 1969; Elliott, 1972; Forattini,
1987; Charlwood, 1980, Rubio-Palis, 1995; Rubio-Palis, 2000). Adicionalmente,
se determind que esta especie exhibe diferentes patrones de comportamiento
de picadura que dependen de la densidad. En los meses donde la poblacién es
baja, las tasas de picadura son relativamente constantes durante la noche y
para los meses donde la densidad es mayor se observan valores maximos
entre las 18:00 y las 19:00 h y entre las 21:00 y las 24:00 h, comportamientos
gue confirman la plasticidad en los habitos de picadura que han sido
observados en América para esta especie (Voorham, 2002; Silva-Vasconcelos
et al., 2002). Se ha determinado que estos cambios en el comportamiento estan
relacionados con la region geografica y la estacion climatica (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.,
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2006; Brochero et al., 2005; Harris et al., 2006; Moreno et al., 2007; Magris et
al., 2007; Girod et al., 2008).

Durante el estudio realizado en Villavicencio, se registré un valor promedio de
tasa de picadura de 16,8 hembras por persona por noche, con valores que
oscilaron entre 4,2 y 56,7 hembras por persona por noche. La baja densidad,
caracteristica propia de esta especie (Charlwood, 1996), habia sido observada
por Brochero et al. (2005) en esta localidad. En América, la tasa de picadura de
An. darlingi es variable con registros que van desde los 0,13 hasta 1.443
hembras por persona por noche (Rubio-Palis, 1995; Calderon et al., 1995;
Rozendaal, 1989; Vittor et al., 2006; Moreno et al, 2007; Magris et al., 2007;
Hiwat et al., 2009). Sin embargo, Deane (1986) establecio que a pesar de las
bajas densidades esta especie es capaz de mantener la transmision de malaria
como resultado de la alta susceptibilidad que tiene de infectarse con las
diferentes especie de Plasmodium. Un aspecto relevante del analisis del
comportamiento de picadura de las especies de Anopheles es establecer la
relacion con la actividad humana, a este respecto se determind que An. darlingi
estd presente durante toda la noche dentro y fuera del domicilio humano sin
mostrar diferencia en la actividad entre estos dos ambientes. A partir de este
resultado se puede establecer que la poblacibn humana tiene el mismo riesgo
de contacto con el mosquito en los dos lugares. El nivel de exposicién a la
picadura se ve incrementado porgue las personas estan activas entre las 18:00
y 22:00 h 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 observados para An. darlingi en cada uno de estos ambientes. Con
respecto al periodo entre las 22:00 y las 4:00 h, se observa que el
comportamiento del mosquito responde a la disponibilidad de alimento
sanguineo dado que hay un aumento en la proporcion de mosquitos en el

intradomicilio comparado con el peridomicilio.
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Con relacion a las variaciones en la poblacion de An. darlingi a lo largo del afio
se observo que la tasa de picadura mensual, registrada en Villavicencio entre
julio de 2008 y junio de 2008, exhibi6 un comportamiento bimodal con valores
mayores en el mes de julio, tiempo que corresponde con la época de transicion
entre el periodo de lluvia y periodo seco, y en el mes de febrero que
corresponde con la época seca. Patrones de fluctuacion estacional similares al
encontrado en Villavicencio han sido descritos para poblaciones de esta
especie en América (Povoa et al.,, 2001; Achee et al., 2006; Moreno et al.,
2007). Adicionalmente, en otros trabajos se hace referencia a patrones que
establecen que las mayores densidades se presentan en los meses lluviosos y
las menores en los meses mas secos (Fernandez et al, 1995; Rubio-Palis,
1995; Voorham, 2002; Tineo et al., 2003; Girod et al., 2008). Sin embargo,
estudios de asociacion entre la tasa de picadura y los niveles de precipitacion
han demostrado que no existe correlacion entre estas dos variables (Magris et
al., 2007; Moreno et al., 2007). Este tipo de observaciones evidencian la
capacidad de adaptacion de esta especie a las condiciones ambientales, donde
factores como la precipitacion, entre otros, pueden determinar su

comportamiento a lo largo del afo.

An. darlingi fue la Unica especie en la que se detecto infeccion con P. falciparum
en el area de estudio. La tasa de infeccion para esta especie fue de 0.05%,
similar a la encontrada en un estudio previo que incluyé mosquitos de este
departamento, donde se determiné una tasa de infeccion con el mismo parasito
de 0,07% (Herrera et al., 1987). A partir del valor de infeccion se calculé para
Villavicencio una TEI de 3,0 picaduras infectivas por persona por afio. El valor
estimado de TEI durante este estudio esta dentro de los valores obtenidos en
otras area de transmision de malaria en América, 1,65 y 10 picaduras infectivas
por persona por afio en Brasil, 21,6 picaduras infectivas por persona por afo en

la Amazonia de Guyana Francesa y 129 picaduras infectivas por persona por
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afio en el sureste de Venezuela (Silva-Vasconcelos et al., 2002; Soares-Gil et
al, 2003; Magris et al., 2007; Girod et al., 2008).

Al observar el comportamiento historico de la malaria y particularmente la
distribuciéon de los casos en el 2008, periodo en el que se presentd un brote en
Villavicencio, se establecié que el aumento de los casos en febrero y julio
(Figura 4) se dio en los meses donde se observé un incremento en la tasa de
picadura de An. darlingi (Figura 7). Adicionalmente, durante brote en
Villavicencio se detect6 la infeccion natural de esta especie con P. falciparum,
confirwirthdo la importancia que tiene en la transmision de malaria a pesar de

las bajas tasas de picadura registradas.

El analisis de las secuencias de los marcadores moleculares, ITS2 y COI,
permitié confirmar la presencia de An. marajoara, uno de los miembros de
complejo Albitarsis en el departamento del Meta. Esta especie habia sido
registrada en este departamento como An. albitarsis s.. o An. allopha, su
distribucion incluye 18 de los 29 municipios del departamento (Gast, 1943;
Renjifo, 1948; Bates y Zulueta, 1949; SEM, 1957; Renjifo y Zulueta 1974;
Faran, 1980; Brochero et al., 2005; Gonzalez y Carrejo, 2007). Durante este
estudio a pesar de haber recolectado An. marajoara en diferentes sitios de cria
con abundancia similar a An. darlingi, el hallazgo poco frecuente en capturas
con atrayente humano parece indicar una tendencia poco antropofilica en este
departamento. Los estudios de preferencias alimentarias han establecido que
esta especie se alimenta principalmente en ganado vacuno (Rubio-Palis et al.,
1994), habito que puede explicar el reducido nimero de mosquitos recolectados
en las capturas con atrayente humano. Sin embargo, estudios realizados en
Brasil y Venezuela han establecido que esta especie se recolecta con atrayente
humano en igual o mayor proporcion que An. darlingi, mostrando un mayor nivel
de antropofilia (Conn et al., 2002; Moreno et al., 2007).
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Aungque en este estudio An. marajoara no se encontré infectada con
Plasmodium, debido probablemente al numero reducido de mosquitos
evaluados, en América ha sido encontrada con parasitos de Plasmodium en
Bolivar, Venezuela (Rubio-Palis et al., 1992; Moreno et al., 2005), Meta,
Colombia (Herrera et al.,, 1987), Rondonia (Oliveira-Ferreira et al., 1990) y
Amapa, Brasil, siendo en este ultimo lugar considerado vector primario de
malaria (Conn et al., 2002). Esta especie exhibe en el area de estudio algunas
caracteristicas importantes en los habitos de picadura que le permitirian actuar
como vector, tiene un comportamiento exofagico y endofagico con actividad
durante toda la noche al interior de la vivienda. Presenta una mayor 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. Esta presente en los periodos de transicion y secos cuando las
poblaciones de An. darlingi pueden descender, época en la que se ha
establecido tiene una mayor capacidad vectorial (Rubio-Palis et al., 1994). Sin
embargo, las bajas tasas de picadura y su comportamiento poco antropofilico,
gue reducirian su eficiencia en la transmision de malaria, pueden cambiar como
resultado de la capacidad que tiene de adaptarse a sitios de cria propios de
ambientes transformados y a la posibilidad de utilizar al hombre como fuente
alimento sanguineo en lugares donde otras especies no pueden proliferar,
comportamientos que ya fueron observados en localidades de Brasil donde esta
especie actia como vector primario de malaria (Conn et al., 2002; Moreno et al.,
2007).

Para el caso de las especies del complejo Oswaldoi, como resultado de la
comparacion de la secuencia del gen COI se logré confirmar la presencia de
An. oswaldoi B en el municipio de Vista Hermosa. Bajo el nhombre de An.
oswaldoi s.I, esta especie se registra en 13 municipios del departamento (Gast,
1943; SEM, 1957; Faran, 1980; Gonzéalez y Carrejo, 2007). En Colombia An.

oswaldoi B esta incriminada como vector de P. vivax en el departamento de
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Putumayo (Quifiones et al., 2006; Ruiz F, Wilkerson RC, Ponsoby D, Quifiones
ML, Sallum MA, Linton YM. Molecular systematics of the Oswaldoi Complex
(Anopheles: Nyssorhynchus) in South America. Memorias 75 Annual Meeting of
the American Mosquito Control Association, Nueva Orleans, EU, abril de 2009).
Adicionalmente, An. oswaldoi s.| ha sido encontrada infectada con parasitos de
Plasmodium en Venezuela (Rubio-Palis et al.,1992), Pera (Hayes et al., 1987) y
Brasil donde es considerada vector de malaria (Arruda et al., 1986; Branquinho
et al.,1993, 1996; Marrelli et al., 1998; Marrelli et al., 1999; Povoa et al., 2001).
Hasta el momento en este estudio no se han procesado los mosquitos de esta

especie para la deteccién de Plasmodium.

Durante el estudio de sitios de cria realizado en Vista Hermosa se observo que
An. oswaldoi B fue la especie mas abundante comparada principalmente con
An. darlingi, sin embargo en las capturas con atrayente humano su abundancia
fue similar, debido probablemente al comportamiento zoofilico observado para
esta especie en América, habito que le permite buscar alternativas diferentes al
hombre como fuente de alimento sanguineo (Deane et al., 1948; Lourenco de
Oliveira et al., 1989). Los indices de sangre humana e indices de alimentacion
obtenidos en Venezuela confirman que esta especie incluye al hombre dentro

de sus fuentes de alimento (Rubio-Palis et al., 1994).

En Vista Hermosa An. oswaldoi B presenta un comportamiento crepuscular,
principalmente exofagico aunque ocasionalmente ingresa en la vivienda, donde
registra mayor actividad hacia la media noche, patron de actividad que es
similar al descrito para esta especie en otros paises de Ameérica (Deane et al.,
1948; Elliott, 1967; Lourenco de Oliveira et al., 1989; Rubio-Palis y Curtis, 1992;
Rubio-Palis et al., 1994).

La presencia de An. darlingi y An. oswaldoi B en el municipio de Vista Hermosa,

area historicamente considerada de alto riesgo de transmision de malaria,
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puede ser la causa del elevado niumero de casos al actuar ambas especies
como vectores. Sin embargo, es necesario realizar estudios detallados de
comportamiento e infeccion natural que permitan establecer el papel que cada
una de ellas tiene en el mantenimiento de la transmisién en esta zona del

departamento.

An. rangeli estad ampliamente distribuida en el departamento, hasta el momento
habia sido registrada en 16 municipios (Gast, 1943; SEM, 1957; Renijifo y
Zulueta 1974; Faran, 1980; Brochero et al., 2005; Gonzélez y Carrejo, 2007),
este trabajo permitié ampliar su distribucién al municipio de Puerto Concordia.
Esta especie fue recolectada en sitios de cria en cinco de los municipios de
estudio, sin embargo en las capturas con atrayente humano solo se capturd en
Villavicencio donde la intensidad de muestreo fue mayor y donde esta especie
ya habia sido recolectada atraida por humanos (Brochero et al., 2005). Por el
comportamiento observado para An. rangeli se puede establecer que la
poblacion de este departamento es poco antropofilica comparada con las
poblaciones de Putumayo y Cimitarra en Colombia y las de Venezuela donde el
valor del indice de sangre humana se estimo entre 30% y 40% (Quifiones ML,
Linton YM, Harbach RE, Estrada DA, Erazo HF, Calle DA, Ruiz JF. Malaria
Vector Species in Southern Colombia: Species determination and natural
infectivity. Abstracts XV International Congress for Tropical Medicine and
Malaria, Cartagena de Indias, Colombia, agosto de 2000; Brochero et al., 2006;
Rubio-Palis et al., 1994).

A pesar de su comportamiento poco antropofilico, se pudo establecer que An.
rangeli es una especie con habito de picadura principalmente exofagico, aunque
también ingresa a la vivienda. La actividad hematofagica estuvo restringida a
las tres primeras horas de la noche, tiempo que coincide con el periodo de
mayor exposicion de la poblacion a la picadura fuera y dentro de la vivienda. Se

observé que esta presente en las épocas de transicion entre el periodo de lluvia
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y el periodo seco. Aunque durante este estudio An. rangeli no se encontrd
infectada con Plasmodium, debido probablemente al poco nimero mosquitos
examinados, el analisis de las secuencias de ITS2 mostr6 un porcentaje de
homologia del 99% con las obtenidas a partir de especimenes del Putumayo
donde esta especie esta incriminada como vector de malaria (Quifiones et al.,
2006). Este resultado pone en evidencia que esta especie es susceptible de
infectarse con especies de Plasmodium, condicion que también ha sido
observada en poblaciones de Pertu (Hayes et al., 1987) y Brasil (Povoa et al.,
2001). A pesar de lo anterior, el comportamiento poco antropofilico observado
para An. rangeli puede ser un impedimento para que esta especie actie como

un vector eficiente de malaria en este departamento.

An. neomaculipalpus es una especie con una amplia distribucion en América
(Knight y Stone, 1977). A partir de este trabajo se incluy6 el municipio de Vista
Hermosa a la distribucion que hasta el momento se tenia de esta especie en el
departamento del Meta (Renjifo y Zulueta, 1974; Gonzalez y Carrejo, 2007). Se
recolecté un unico individuo con atrayente humano hallazgo que evidencia que
esta especie incluye al hombre como fuente para la ingesta de sangre,
resultado que coincide con lo observado por Rubio-Palis et al., (1994) en
Venezuela, donde el indice de sangre humana fue de 50%. Ha sido encontrada
infectada con P. falciparum en Casanare, Colombia (Herrera et al., 1987) y en
Bolivar, Venezuela por P. vivax mostrando en esta Ultima localidad una
infeccidn similar a la establecida para An. darlingi (Moreno et al., 2005), sin
embargo en Colombia, a excepcion del hallazgo de infeccion no se tiene

conocimiento de su importancia como vector de malaria.

Para An. costai, en el analisis de las secuencias de ITS2 se obtuvo un 98% de
homologia con An. mediopunctatus de Amap4a, Brasil. Dado este resultado y
ante la evidencia de que bajo este nombre se incluyen tres especies, An.

mediopunctatus s.s., restringida al sureste de Brasil, An. costai y An. forattinii
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(Sallum et al.,1999; Wilkerson y Sallum, 1999), se utilizaron los caracteres
morfologicos diagnosticos de la pupa y la genitalia del macho para realizar la
identificacion taxonémica de esta especie, identidad que fue confirmada por la
Dra. Maria Anice Sallum, especialista en este grupo. Este hallazgo permitio
ampliar la distribucion de An. costai a los municipios de Fuente de Oro y Puerto
Concordia dado que solo habia sido confirmada para Restrepo (Sallum et al.,
1999).

Se tiene poca informacion acerca de la biologia e importancia como vector de
malaria de esta especie debido a que en la mayoria de los casos ha sido
identificada como An. mediopunctatus s.l. El comportamiento registrado en este
estudio para An. costai es similar al descrito anteriormente para An.
mediopunctatus s.| dado que las larvas de esta han sido encontradas en
ambientes naturales y sombreados y los adultos, en Colombia, presentan un
comportamiento antropofilico y con tendencia a la domiciliacion (Ferrer, 1956;
Forattini, 1962). Esto ultimo, se observo particularmente en Villavicencio donde
An. costai se capturé con atrayente humano Unicamente en el peridomicilio
entre las 18:00 y 19:00 h, resultado que demuestra que esta especie puede
alimentarse en humanos, accede al domicilio y que esta presente cuando la
poblacion esta expuesta a las picaduras. Estudios han demostrado que An.
mediopunctatus s.l. es susceptible de infectarse con P. falciparum y P. vivax
(Klein et al., 1991a; 1991b), sin embargo hasta el momento existen pocas
evidencias que incriminen particularmente a An. costai en la transmision de
malaria (Sallum et al., 1999; Wilkerson y Sallum, 1999).

Del complejo de Triannulatus que incluye tres especies, la utilizacion de la
secuencia de COI permitid confirmar la presencia de An. triannulatus s.s., la
cual presenta una amplia distribucion en América (Faran y Linthicum, 1981,
Chadee y Wilkerson, 2005). Durante el estudio esta especie fue recolectada en

sitios de cria y con atrayente humano en cinco de las seis areas de estudio, sin
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embargo a pesar de su amplia distribucion fueron pocos los individuos
capturados en cada una de ellas. La baja densidad en capturas con atrayente
humano coincide con el comportamiento que habia sido registrado para esta
especie en este departamento (Renjifo y Zulueta, 1974). A pesar de los pocos
individuos capturados se observa una tendencia similar en el comportamiento
registrado para An. triannulatus s.l. en otras regiones de América, donde se
establece que tiene habitos exofagicos con actividad hematofagica toda la
noche con un pico entre las 19:00 y 20:00 h (Rubio-Palis y Curtis, 1992; Oviedo
y Scorza, 1993; Silva-do-Nascimento, 2007). Se ha registrado su infeccion con
parasitos de Plasmodium en los estados de Amapa, Para y Rondonia en Brasil
(Deane, 1986, Lourenco de Oliveira et al., 1990; Povoa et al., 2001; Ribeiro-
Galardo et al., 2007). Sin embargo en Colombia, esta especie no ha sido
reportada infectada hasta el momento (Herrera et al., 1987; Gutiérrez et al.,
2008). A pesar de la evidencias de infeccién con Plasmodium y de su habito de
toma de alimento sanguineo en humano se desconoce su importancia como

vector de malaria.

An. braziliensis es una especie que esta presente al este de la cordillera de los
Andes desde Venezuela hasta Sao Paulo en Brasil (Linthicum, 1988). Como
resultado de este trabajo se amplio su distribucién en el departamento del Meta
al municipio de Puerto Concordia. Esta especie se capturd principalmente en
criaderos naturales y aunque estuvo poco representada en las capturas con
atrayente humano se observo que esta activa en el intradomicilio y peridomicilio
exhibiendo tres maximos de actividad, un comportamiento similar al observado
en Brasil y Venezuela en donde exhibe diferentes patrones de actividad
hematoféagica (Deane et al., 1948; Rubio-Palis, 2000, Silva-Vasconcelos et al.,
2002). Se establecio que esta especie se captura en el area de estudio durante
la época seca y durante los periodos de transicion. Sin embargo, aunque esta
especie ha sido encontrada positiva para P. falciparum y P. vivax (Oliveira-
Ferreira et al., 1990; Povoa et al., 2001; Silva-Vasconcelos et al., 2002) no se
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tienen evidencias de su capacidad para transmitir los parasitos causantes de la
malaria humana.

De las especies del complejo de An. pseudopunctipennis s.l., se tiene que el
presente estudio permitié ampliar su distribucion a los municipios de Granada y
Fuente de Oro. Sin embargo, hasta el momento no se ha identificado a cual de
las dos especies reconocidas del complejo corresponden los especimenes
recolectados en el Meta (Estrada-Franco et al., 1993a, 1993b, 1993c Coetzee et
al., 1999). An. pseudopunctipennis s.l. reconocida como uno de los principales
vectores de malaria en América (Fleming, 1986; Elliott, 1969; Hayes et al.,
1987; Gonzalez-Ceron et al., 1999) no ha sido encontrada infectada en
Colombia, sin embargo por su importancia como vector en la region es
considerada un vector secundario (Quifiones et al., 1987; Herrera et al., 1987;
Olano et al., 2001, Gutiérrez et al., 2008). Durante este estudio se recolectd
principalmente en estanques piscicolas pero no en las capturas con atrayente
humano comportamiento que puede ser debido a su habito de picadura poco
antropofilico. Este comportamiento es variable a la largo de su rango de
distribucion como consecuencia de la capacidad que tiene de utilizar diferentes
especies de mamiferos como fuentes de alimento sanguineo (Sasse y Hackett,
1950; Fernandez-Salas et al., 1994; Lardeux et al., 2007) y a la evidencia de la
existencia de al menos dos especies dentro de este complejo, las cuales

pueden exhibir habitos de picadura diferentes.

An. argyritarsis es una especie con una amplia distribucion en Ameérica, donde
estd reportada desde México hasta Argentina. En el Meta, a partir de este
estudio se adiciona a la distribucién de esta especie los municipios de Granada
y Fuente de Oro. Durante el estudio los especimenes fueron recolectados en
ambientes naturales y artificiales, sin embargo a pesar de la diversidad de sitios
de cria, fueron pocos los individuos obtenidos, caracteristica que habia sido

observada en Venezuela, donde las larvas de esta especie son poco

53



abundantes (Barrera et al., 1998). Como ya ha sido documentado en algunos
paises de América, esta especie no es antropofilica (Rubio-Palis y Curtis, 1992;
Berti et al., 1998) comportamiento que fue observado en el area de estudio,
donde no fue capturada con atrayente humano. Como resultado de estudios de
comportamiento e incriminacién vectorial Rubio-Palis (1993) establece que esta

especie no es vector de los parasitos de malaria en América.

An. nimbus, especie capturada Unicamente en sitios de cria, se encontré en
principalmente en cafios y lagunas, con 100% de sombra, localizados en un
ambiente selvéatico. No se recolectd en las capturas con atrayente humano
probablemente porque su actividad se ha registrado entre las 15:00 y 17:00 h
(Gast, 1943). Se amplia la distribucion de esta especie al municipio de Puerto
Concordia, dado que hasta el momento solo habia sido reportada en Restrepo y
Villavicencio. No ha sido encontrada infectada con Plasmodium aunque es poco
lo que se conoce acerca de la bionomia de esta especie.
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7

Conclusiones

1. La utilizacién de caracteres morfoldgicos y el analisis la secuencia de

nucleodtidos del espaciador transcrito intergénico dos (ITS2) del ADN
ribosomal y del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COIl) permitié
confirmar la presencia de 12 especies de género Anopheles en el
departamento del Meta, An. argyritarsis, An. braziliensis, An. costai, An.
darlingi, An. neomaculipalpus, An. nimbus, An. peryassui, An.
pseudopunctipennis s.I, An. rangeli y particularmente aquellas que son
miembros de complejos de especies como son An. marajoara (Complejo
Albitarsis), An. triannulatus s.s (Complejo Triannulatus) y An. oswaldoi B
(Complejo Oswaldoi) siendo las dos ultimas los primeros registros para el

departamento.

. A pesar de la presencia de especies de Anopheles con antecedentes de

infeccidn o vectores reconocidos en otros paises de América, solamente
An. darlingi se encontr6 infectado con Plasmodium falciparum, present6
una amplia distribucion y exhibié caracteristicas en su comportamiento
gue confirman su papel como vector principal de malaria en el

departamento de Meta.

En el departamento del Meta producto de las actividades humanas, no
solo existen sitios de cria naturales sino que han sido construidos otros
gue poseen condiciones favorables para la cria no solo de An. darlingi

sino de otras especies de Anopheles.
Durante este estudio se establecié que en el departamento del Meta

estan presentes junto con An. darlingi otras especies de Anopheles que

incluyen al hombre como fuente de alimento sanguineo, han mostrado
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ser susceptibles de infectarse con las especies de Plasmodium
causantes de la malaria en humanos, acceden al domicilio humano y
estan activas durante el tiempo en que la poblacion estd mas expuesta a
las picaduras, caracteristicas que les permitirian actuar como vectores
primarios o secundarios cuando las condiciones ambientales favorezcan

su proliferacion y haya un aumento de la tasa de infeccion.
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8 Recomendaciones

Teniendo en cuenta los patrones de comportamiento de picadura observados
para las especies de Anopheles y particularmente An. darlingi se puede
implementar como medida de control para malaria el uso de mosquiteros
tratados pero complementado con medidas de proteccion personal que
reduzcan el contacto hombre-vector en la horas en que la poblacion esta mas

expuesta a las picaduras de los mosquitos.

Es necesario continuar con el estudio de las especies del género Anopheles
presentes en el departamento del Meta dado que durante el desarrollo de este
trabajo se identific6 An. oswaldoi B, probable vector de malaria en el Putumayo,
pero hasta ahora se desconoce su importancia como transmisor de las especies
de Plasmodium en este departamento. Adicionalmente se confirmé la presencia
de An. marajoara, especie incriminada en la transmisién de malaria en Brasil.
Sin embargo, el reducido numero de individuos capturados no permitio

establecer su importancia como vector de malaria en este departamento.
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Anexo 1. Formato para descripcion de criaderos

- S Proyecto: Determinacién del papel como vectores de malaria
] NACIONAL DE de las especies de Anopheles en tres regiones de Colombia
= SaLup Universidad Nacional de Colombia, Instituto Nacional de Salud,
Secretaria de Salud del Meta, Colciencias

§ UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Formulario 3. Descripcién del criadero

1. Localizacion del criadero

Fecha:[__ | | ] Namero del criadero: | | | |

dia mes afio Dpto Mun No. criadero
Sitio: Vereda:
Municipio: Departamento:
Altitud: LN: LO:
Urbana |:| Periurbana |:| Rural |:|
Conoce casos de malaria en el afio 2008 en viviendas cercanas al criadero Si |:| No|:|
Distancia de la (s) vivenda (s) mas cercanas al criadero (m) m

2. Descripcién del criadero

Tamafio del criadero (metros): I:l X |:|

Largo Ancho
Porcentaje de sombra en el criadero: |:|%

Tipo de vegetacién:

Circundante |:| Emergente |:| Flotante|:| Sin vegetacién |:|
Tipo de Agua:

Estancada 1

Corriente |:| Lenta I:l Fuerte |:|

Clara [__] Turbia  [_]

Temporal |:| Permanente |:|

Factores fisico-quimicos
Temperatura: pH:

3. Informacion de larecoleccion (Realizar 1 cucharonada x metro cuadrado)
N° de aproximado de larvas recolectadas |:|
N° aproximado de cucharonadas realizadas |:|

4. Descripcion del criadero 5. Haga un esquema del criadero teniendo en cuenta su entorno y|
(Describa el criadero e indique el las viviendas
tipo de criadero )

6. Observaciones:

Formato diligenciado por:

Nota: en caso de encontrar el criadero negativo diligencie el formulario



Anexo2. Formato para reiistro de actividad de picadura

i

Proyecto: Determinacion del papel como ve
de las especies de Anopheles en tres regio
Universidad Nacional de Colombia, Instituto Ne™

Secretaria de Salud del Meta, Colciencias

INIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Formulario 1. Actividad de picadura

Vereda:

Departamento:

1. Localizacion de la vivienda

Latitud (grados):

Cédigo de la vivienda

Longitud (gradom ] ] Altura (msnm):

Municipio: Corregimiento:

Chrrio: (| (| Finca:

Urbana Periurbana Rural

2. Datos de la captura:

Tipo de trampa: Atrayente humano CcbC Otro

Fecha

Hora

Intradomicilio Peridomicilio T (°C) Humedad | Liuvia

relativa min/50

Numero
Cebos

Codigo No. NumeroCe| Codigo

muestra Mosquitos bos muestra |No. Mosquitos| Max- | Min.

Fase
luna

Observaciones:
Anotar en nombre
de los recolectores

18:00-19:00

19:00-20:00

20:00-21:00

21:00-22:00

22:00-23:00

23:00-24:00

24:00-1:00

01:00-02:00

02:00-03:00

03:00-04:00

04:00-05:00

05:00-06:00

73
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