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Detection of naturally infected Anopheles mosquitoes by
Plasmodium spp. in Puerto Libertador, Cordoba, Colombia
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RESUMEN

INTRODUCCION

Las especies de Anopheles varfan en su capacidad de transmitir los parasitos causantes de la malaria; por ello, es importante
realizar estudios para conocer cuiles son las especies de Anopheles presentes en dreas endémicas para la enfermedad y
determinar su papel en la transmision.

OBJETIVO

Determinar las especies de Anopheles involucradas en la transmisiéon de malaria en la localidad de Juan José, Puerto
Libertador, Cordoba, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

La infectividad natural por Plasmodinm vivax VK210, P. vivax VK247 y Plasmodinm falciparnm se evalué por ELISA, empleando
la cabeza y el térax de cinco mosquitos de la misma especie por pozo. Los resultados de ELISA con valores mayores al
punto de corte se confirmaron por una segunda ELISA y por PCR anidada.

REsuLTADOS

De 2.054 especimenes evaluados por ELISA, 2.038 fueron Anopheles (Nyssorhynchus) nuneztovari Gabaldén; de estos, tres
especimenes se encontraron infectados, dos con P. vivax VIK210 y uno con P. falciparum, representando una tasa de infeccién
de 0,15%. De 16 Angpheles (Nys.) darlingi Root evaluados, no se encontré ninguno infectado.

CONCLUSIONES

An. nuneztovari s.l.y An. darlingi, vectotes ptimarios de malaria en Colombia, se hallaron presentes en la localidad de Juan José,
Puerto Libertador; sin embargo, solo An. nunegtovari s.l. se hallé infectado, indicando su participacién en la transmision en
esta localidad. La realizacién de nuevos muestreos en Juan José permitira una mejor comprension del papel de An. darlingi en
la transmision. La informacién obtenida contribuird al disefio e implementacién de medidas de control dirigidas y efectivas.
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SUMMARY

INTRODUCCION

INTRODUCTION

Anopheles species vary in their ability to transmit
malaria parasites; therefore, it is important to
conduct studies directed to determine the species
present in malaria endemic regions and establish
their role in transmission.

OBJECTIVE

To determine the Anopheles species involved in malaria
transmission in the locality of Juan José, Puerto
Libertador, Cordoba, Colombia.

MATERIALS AND METHODS

Natural infectivity by Plasmodium vivax VK210,
P vivax VK247 and Plasmodinm  falciparnm was
evaluated by ELISA using pools of the head and
thorax of five mosquitoes of the same species per
well. ELISA results with values greater than the
cutoff point were confirmed by a second ELISA
and nested PCR.

ResuLTs

From 2,054 specimens evaluated by ELISA, 2,038 were
Anopheles  (Nyssorhynchus) - nuneztovari Gabaldon; from
these, three specimens were found infected, two with P,
vivax VK210 and one with P. faliparum, representing an
infection rate of 0.15%. Of 16 An. (Nys.) darlingi Root
evaluated, none was found infected.

CoNCLUSIONS

An. nuneztovari s.l., and An. darlingi, two main malaria
vectors of Colombia were present in Juan Jose,
Puerto Libertador; however, only An. nuneztovari
s.l, was found infected, indicating its role in
transmission in this locality. Further sampling in
Juan Jose will allow for a better understanding of the
role of An. darlingi in transmission. This information
will contribute to the design and implementation of
targeted and effective control measures.

KEey worDs
Anopheles. Colombia. Enzyme-Linked Immumosor-
bent Assay. Malaria. Plasmodinm. Polymerase Chain
Reaction.
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La malaria es una enfermedad causada por parasitos
del género Plasmodinm y es transmitida por la picadura
de mosquitos hembra del género Angpheles.! Aproxi-
madamente la mitad de la poblacién mundial estd en
riesgo de contraer la enfermedad; de un millén de ca-
sos reportados para el 2009 en la Region de las Amé-
ricas, Colombia aport6 aproximadamente el 10%” y
cerca del 85% del territorio cuenta con las caracteris-
ticas necesarias para el desarrollo de la enfermedad,
constituyéndose en un problema importante de salud
publica.’ Para el afio 2010, se reportaron 116.318 ca-
sos de malaria, siendo los departamentos de Antio-
quia y Cérdoba los que contribuyeron con el mayor
nimero de casos.! Segun los registros, Antioquia es el
departamento mas endémico de Colombia y Cérdoba
es el segundo, pero se presume que existe gran sub-
registro. En Cérdoba, para el afio 2007 se reportaron
46.197 casos de malaria; de estos, el mayor nimero
de casos se reporté en los municipios de Tierralta
(37,5%), Puerto Libertador (29,01%), Montelibano
(20,4%) y Valencia (10,9%).>

Para que se presente la malaria, se requiere de la
interaccién del parasito con el hombre u hospedero
intermediario y con el mosquito _Anopheles u hospe-
dero definitivo.® En Colombia se estima la presencia
de unas 47 especies de Angpheles, de las cuales tres
son reconocidas como vectores principales: Anopheles
(Nyssorhynchus) albimanus Wiedemann, Anopheles (Nys.)
darlingi Root y Anaopheles (Nys.) nuneztovari Gabaldon.
Otras especies constituyen vectores de importancia
local, como: Anagpheles (Anaopheles) psendopunctipennis
Theobald, Angpheles (Ano.) punctimacunla Dyar & Knab,
Anopheles (Kertezsia) neivai Howard, Dyar & Knab y
Anapheles (Ker.) lepidotus Zavortink.” Anopheles (Nys.)
rangeli Gabaldon y Anopheles (Nys.) oswaldoi Peryassu
fueron encontrados infectados naturalmente por Plas-
modinm vivax en el Putumayo.®

La deteccion de infectividad natural de mosquitos
anofelinos por Plasmodinm spp., es un aspecto impor-
tante para la incriminacién de las especies involucra-
das en la transmision en las diferentes areas endémi-
cas. Varias pruebas se han utilizado para la deteccién
de infectividad; tradicionalmente, se realizé visuali-
zacion microscopica para determinar la presencia de
ooquistes en el intestino medio y espotrozoitos en las
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glandulas salivales de los especimenes. Las desventa-
jas de esta estrategia es que los mosquitos deben ser
examinados rapidamente después de ser capturados y
no se diferencian las especies de Plasmodinm.* En la
actualidad, se usa con mucha frecuencia una prueba
de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay,
Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima), que
utiliza anticuerpos monoclonales Mab, los que reco-
nocen epitopes repetidos de la proteina del circumes-
porozoito (CSP);""" la lectura de la prueba se realiza
por la observacién de una reaccién colorimétrica que
puede ser cuantificada por densitometria.">" Entre sus
desventajas se encuentran, problemas de sensibilidad
y especificidad, pudiendo presentar reacciones ines-
pecificas y falsos positivos." También se han descrito
metodologfas basadas en la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) pata la deteccion del parisito,'* las
cuales tienen la ventaja de tener alta sensibilidad. En la
actualidad se utiliza con frecuencia una PCR anidada
que emplea cebadores dirigidos al DNA que codifi-
ca la subunidad ribosomal pequetia de Plasmodinm,”
y recientemente, se describié una PCR basada en el
gen que codifica para el citocromo b mitocondrial del
parésito; la prueba detecta un polimorfismo especi-
fico de especie que permite discriminar a Plasmodinm
Salciparnm de Plasmodinm vivax, Plasmodium ovale y Plas-
modinm malariae.*

En paifses latinoamericanos, la ELISA y la PCR
anidada se han utilizado con frecuencia para la incri-
minacion de especies vectoras de malatia.*''%" En
un estudio realizado en la localidad de Marab4, estado
de Para, Brasil, utilizando ELISA se hallaron varias
especies infectadas naturalmente, asi: An. darlingi con
P. vivax VK247, P. malariae y P. falciparum con una Tasa
de Infeccion (TT) = 22,4%, An. (Nys.) albitarsis Lynch
Arribalzaga infectado con P. vivax en sus dos variantes
(T1= 5,2%), An. (Nys.) rondoni Neiva & Pinto fue po-
sitivo para P. vivax VK210 y P. falciparum (T1= 3,6%);
estos resultados se confirmaron por PCR anidada.
Adicionalmente, la PCR detect6 infeccién natural en
otras especies no incriminadas por ELISA, como 4.
nuneztovari s.l., An. (Nys.) triannulatus Neiva & Pinto y
An. (Nys.) strodei Root.” La prueba de ELISA tam-
bién se utiliz6 para detectar especies infectadas natu-
ralmente en la localidad de Serra do Navio, estado de
Amapa, Brasil; en este estudio, An. albitarsis sl. se en-
contré infectado por P. vivax VK247, P. vivax VK210,
P. malariaey P. falciparum (T1: 0,8%), An. (Nys) brazilien-
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sis Chagas infectado con P. malariae (T1= 0,2%), An.
nuneztovari s.l., fue positivo para las dos variantes de
P. vivax 'y P. malariae, (T1= 1,4%), An. triannulatus s..,
se encontrd positivo para P. malariae, (T1= 0,5%) y An.
oswaldoi 5.1, positivo para D. falciparnm (T1= 2,2%)." En
Venezuela, en la localidad de Ocamo, estado de Ama-
zonas, al sur de Venezuela, usando la prueba de ELISA
se encontrd a la especie mas prevalente, Az. darling, in-
fectada con P. vivax NK247, P. malariae y P. falciparum,
con una tasa de infeccion de 0,8%; otras especies pre-
sentes en el area como An. braziliensis, An. oswaldoi s.1.,
Abn. medigpunctatus, no se hallaron infectadas.”®

En Colombia, en afios recientes, se han realizado
estudios empleando ELISA y PCR anidada para la
incriminacién de las especies vectoras en varias areas
endémicas para malaria. En un trabajo realizado en
las regiones Atlantica y Pacifica, entre marzo de 2005
y agosto de 2000, se detectd a An. albimanus natural-
mente infectado con P. vivax VK247 en Nuqui, Chocd
y con P. vivax VK210 y P. faleiparum, en Buenaventura,
Valle del Cauca (IT para la regién= 0,07%). Anopheles
neivai también se encontré infectado con P, falciparnm en
Buenaventura (TT= 9,5%)."” En un estudio postetior,
realizado en Antioquia y Cérdoba, departamentos que
aportan el mayor nimero de casos de malaria del pafs,
de marzo de 2007 a julio de 2008, se encontr6 que A.
nunegtovari 5.1, erala especie mas abundante en las locali-
dades evaluadas de Cérdoba y se hallé infectado con P,
vivax VK247 en los municipios de Montelibano y Tie-
rralta (T1 para las dos localidades= 0,4%) y An. darlingi
se encontr6 infectado con P. vivax VK247 en Puerto
Libertador (TT= 1,6%). En Antioquia la especie pre-
dominante fue diferente para cada localidad; en Turbo
predominé An. albimanus; en Zaragoza, An. braziliensis
y en El Bagre, An. darlingi. En este departamento no se
hall6 ningun espécimen infectado.” En el Putumayo,
sur de Colombia, vectores primatios como _An. nunezto-
vari 5., y An. albimanus no se encontraron presentes du-
rante un estudio en el que se evalué infectividad natural
por ELISA. En este, de 2.445 mosquitos analizados, se
hallaron 36 especimenes naturalmente infectados con
P. vivax VK210, que correspondieron a 35 An. rangeli
(TT= 8,5%) y un An. oswaldoi s.l., (TT= 0,3%); con lo
que se incriminan dos nuevas especies como vectores
de importancia local en Colombia.®

Teniendo en cuenta la relevancia de realizar estu-
dios de incriminacién vectorial para conocer cuales
son las especies vectoras en aéreas endémicas para
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malatia, en el presente estudio se evalué la infectivi-
dad natural por Plasmodium spp., en especimenes re-
colectados en la localidad de Juan José, municipio de
Puerto Libertador, Cérdoba, la cual se caracteriza pot
presentar alto nimero de casos de malaria (Indice Pa-
rasitario Anual >10). En esta localidad, para el afio
2009 se reportaron 12.717 casos.?® Luego, en Cordo-
ba, durante el primer trimestre del 2010 se reporta-
ron 5.441 casos, de los cuales 1.891 se notificaron en
Puerto Libertador, siendo nuevamente la localidad
con el mayor nimero de casos del departamento.”!
Dada las diferencias en ecologia, comportamiento y
habitos de picadura de las especies anofelinas, es re-
levante establecer si son los vectores primarios repor-
tados para Colombia u otras especies de importancia
local, las que estan involucradas en la transmisién en
esta localidad. Este conocimiento permitira contribuir
al disefio ¢ implementaciéon de estrategias efectivas
para el control de malaria en la localidad.”

MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE LOS ESPECIMENES

Se seleccionaron para la evaluacién de la infectivi-
dad especimenes recolectados en la localidad de Juan
José, municipio de Puerto Libertador (N 07°44°18,6-
W75°51°20,3”), Cordoba. Las principales actividades
econémicas en esta localidad son la produccion agri-
cola de platano, maiz, yuca y flame, y la ganadetia; las
temperatura promedio es de 27 °C y la humedad rela-
tiva> 80% (GFGG, informe de salida de campo). Los
especimenes se colectaron entre el 31 de julio y el 5 de
agosto de 2009, de las 18:00-24:00 h, y se realiz6 un
nictameral el dia 3, de las 18:00-6:00 horas. I.a reco-
leccién se realizé en cebo humano protegido, bajo un
protocolo y consentimiento informado para los colec-
tores, que fue revisado y aprobado por el Comité de
Bioética, Sede de Investigaciones Universitarias, Uni-
versidad de Antioquia (SIU-UdeA). Para las capturas,
se selecciond una casa en la vereda Juan José, tenien-
do en cuenta su cercania a los criaderos. Las capturas
en cebo humano protegido fueron realizadas por un
equipo de cuatro personas, dos personas ubicadas al
interior de la vivienda (intradomicilio), y dos personas
en el exterior de esta (peridomicilio). Los mosquitos
fueron recolectados con capturador manual, expo-
niendo las pantorrillas durante 50 minutos cada hora.
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Los especimenes fueron disectados, la cabeza y el t6-
rax se conservaron en silica para posteriormente ser
procesadas en la ELISA, el abdomen, las alas y patas
se preservaron en etanol al 95%, para luego realizarle
extraccion a los abdémenes para confirmaciéon mo-
lecular de especies y PCR anidada en el caso de los
positivos por la prueba de ELISA.

Previamente a la evaluacién de la infectividad,
los especimenes fueron identificados por caracteres
morfolégicos, empleando claves taxonémicas dispo-
nibles,”* almacenados individualmente en silica gel
para su preservacion. Posteriormente, fueron disecta-
dos; la cabeza y el térax se conservaron en silica para
ser procesados en la prueba de ELISA. Los abdéme-
nes, las patas y alas se preservaron en etanol al 95%
para la extracciéon del ADN. El material de extraccion
del abdomen se utiliz6 para la confirmaciéon molecular
de especies y para la PCR anidada que se realiza a los
especimenes que den positivos por la prueba de ELI-
SA. Las patas y alas se conservan para realizar nuevas
extracciones, en caso de ser necesario obtener mas
DNA. Adicionalmente, las alas y patas posteriores del
5% de los especimenes fueron montados entre lamina
y laminilla, para respaldo entomoldgico. La identifi-
cacion morfoldgica fue corroborada utilizando una

PCR-RFLP-ITS2.%%

DETECCION DE LA INFECTIVIDAD NATURAL

POR PLasmobium spp. PoR ELISA

La prueba de ELISA se usa para el tamizaje, pet-
mitiendo evaluar un mayor nimero de especimenes
por proceso, dado que en la literatura se ha demos-
trado que es posible detectar infectividad en mez-
clas de mosquitos.""*I Por ello, en este trabajo se
procesaron la cabeza y el térax de cinco mosquitos
de la misma especie por pozo del plato de ELISA.
Las mezclas se maceraron con 50 pL. de tampdn de
bloqueo y el detergente IGEPAL. Para determinar
la presencia de la proteina del circumesporozoito
(CSP) en los macerados, se utilizaron anticuerpos
monoclonales (Mab) especificos para cada especie,
P. vivax (VK210 y VK247) v P. falciparum;, cada anti-
cuerpo fue evaluado en platos separados, siguiendo
una metodologia estandarizada en el Grupo de Mi-
crobiologia Molecular."" Tanto los controles positi-
vos como los anticuerpos fueron adquiridos directa-
mente del Centro para el Control y la Prevencién de
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Enfermedades (CDC, Atlanta, USA); los controles
negativos fueron mosquitos de colonia donados por
el Programa de Estudio y Control de Enfermedades
Tropicales (PECET). Los resultados de la prueba se
determinaron a una absorbancia de 405 nm en un
lector de microplatos BioRad (Hercules, California,
USA); con las lecturas se calculé un punto de corte
correspondiente al promedio de los datos de absor-
bancia de los controles negativos, multiplicado por
dos. Las muestras cuyos valores de absorbancia es-
tuvieron por encima del punto de corte, incluyendo
aquellas que no presentaban una reaccién de color
fuerte, fueron sometidas a una segunda ELISA y se
evaluaron por PCR anidada.

CONFIRMACION DE LA INFECTIVIDAD POR PCR ANIDADA
Para conocer cudl era el mosquito(s) infectado(s) en las
mezclas que presentaron valores por encima del punto
de corte, se extrajo el ADN del abdomen que se habfa
preservado de cada uno de los especimenes de dicha
mezcla. Para la extraccién del ADN se empled un proto-
colo de precipitacion salina optimizado en el laboratorio
de Microbiologfa Molecular.* Se utilizaron los cebadores
dirigidos al DNA que codifica para la subunidad riboso-
mal pequefa del parasito, los cuales detectan Plasmodinm
spp.; las condiciones de la PCR fueron las estandatizadas
en el laboratotio.”” Con esta PCR solo se pretende con-
firmar infectividad por el parasito sin definir su especie
(slo se determina el género, Plasmodium spp.); ésta se
determina durante la prueba de ELISA que utiliza anti-
cuerpos especificos para cada especie. Los productos de
la PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio (5 pg/mL), y se visualizaron en
un transiluminador BioRad (Hercules, California, USA).
La tasa de infectividad se calculé teniendo en
cuenta el numero de especimenes infectados dividido
por el total de analizados de la misma especie en la lo-
calidad. Los intervalos de confianza de la proporcién
de mosquitos infectados se hallaron asumiendo una
distribucién binomial, utilizando el programa estadis-

tico EPIDAT 3.1.%!

RESULTADOS

De los 2.070 especimenes recolectados en la loca-
lidad de Juan José utilizando cebo humano, 99,2%
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correspondieron a An. nuneztovari s.l., y 0,8% a An.
darlingi. En la prueba de ELISA se evaluaron 2.054
especimenes (cabeza y térax), agrupados en mezclas
de méaximo cinco ejemplares por especie. En la pri-
mer ELISA, la lectura por densitometria indicé que
388 mezclas eran negativas y 23 mezclas mostraron
valores superiores al punto de corte estimado para el
respectivo ensayo. Al correr la segunda ELISA sélo
dos mezclas dieron resultados positivos. Sin embar-
go, en este trabajo se confirmaron por PCR anidada
todos los especimenes de las mezclas que dieron el
valor superior al punto de corte durante la primera
ELISA; estos correspondieron a 115 mosquitos que
fueron evaluados individualmente en la PCR ani-
dada. De estos, se encontraron tres mosquitos 4.
nuneztovari s.1., infectados, dos con P. vivax VK210 y
uno con P. falciparum (Figura 1), lo que correspondid
a una tasa de infeccion de 0,15% (Tabla 1). No se
hall6 ningaun An. darlingi infectado.

LU L

TM CP CN 11 12 13 14 156 TM

1

Figura 1. Deteccién de An. nuneztovari s.I. natural-
mente infectado con Plasmodium spp. Electroforesis
en gel de agarosa al 1%. Carriles. TM: marcador de
peso molecular, 200-1000 pb. CP: control positivo,
CN: control negativo, 1-15: productos de PCR ani-
dada correspondientes a especimenes individuales
que dieron resultados mayores al punto de corte en
la ELISA, 1-5 especimenes de la mezcla uno, 6-10.
Mezcla dos, 11-15. Mezcla tres. Muestras positivas: 4,
10, 15.
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Tabla 1. Especies de Anopheles recolectadas entre el 31 de julioy el 5 de agosto
de 2009 en Puerto Libertador y tasas de infeccion por Plasmodium spp.

’ ’ Especie de Intervalo
No. de especimenes | No. de especimenes X Tasade
N ) Plasmodium ) ) de confianza
analizados infectados infeccion (%)
detectada al 95%
) 2 P.vivax VK210
An. nuneztovari s.l. 2.038 . 0,15%* 0,030-0,430
1 P. falciparum

An. darlingi 16 0 0 0 0

*LLa tasa de infeccion fue calculada teniendo en cuenta los resultados de la ELISA y confirmacién por PCR anidada.

DISCUSION

En el presente estudio se encontrd que An. nunegtovari
&b,y An. darlingi, vectores primarios de la malaria en
Colombia, eran las especies presentes en la localidad de
Juan José durante los muestreos realizados entre el 31
de julio y el 5 de agosto de 2009; estas especies son bue-
nos vectores del parésito, lo que sugiere un mayor ries-
go pata la malaria en esta localidad. An. nunegtovari .1,
fue la especie predominante, representando el 99,2%
de los especimenes identificados; estos datos son si-
milares a los obtenidos en un estudio previo realizado
en cuatro municipios del departamento de Cérdoba:
Puerto Libertador, Valencia, Tierralta y Montelibano,
desde marzo de 2007 hasta julio del 2008, en el cual
de un total de 1.201 mosquitos identificados, el 88%
correspondian a An. nuneztovari 5.1, En conjunto, los
resultados de estos trabajos sugieren la importancia de
An. nuneztovari 5.1, en este departamento, donde esta es-
pecie muestra set predominante. Un factor que puede
estar favoreciendo la presencia de esta especie en estas
localidades, es que estas cuentan con las caractetisticas
Optimas para el desarrollo de criaderos de An. nunez-
tovari 5.1, como los propiciados por el gran desarrollo
ganadero de la regién; esta especie se ctfa bien en aguas
pantanosas, huellas de animales, arroyos de agua dulce
parcial o totalmente expuestos al sol, ademds, tiene pre-
ferencia por lugares cercanos a matorrales contiguos
a las viviendas.**** Al igual que en Cordoba, en otros
pafses de Latinoamérica se ha demostrado la importan-
cia de An. nuneztovari s.l, en regiones endémicas para
malaria; en un estudio realizado en Mérida, Venezue-
la, los resultados mostraron que de un total de 1.561
mosquitos tecolectados, An. nuneztovari s.l, se halld
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como la especie mas predominante (89,6%); ademas,
se encontrd que tenia habitos endofagicos y preferen-
cia por hospederos humanos, cuando anteriormente
se describié como una especie altamente exofilica y
exofagica, pero dado a que en esta area hacia 4 afios
no se fumigaba, los autores sugirieron que se presentd
un cambio de comportamiento en esta especie.”
Segin los resultados del presente trabajo, An. nu-
negtovari 5.1, estaba infectado con P. falciparum y P. vi-
vax VK210. Resultados similares fueron encontrado
en un estudio realizado por Gutiérrez et al.,"” en el
que también se encontrd esta especie infectada en
especimenes de Montelibano y Tierralta, ambos mu-
nicipios en Cérdoba; pero diferente a nuestros re-
sultados, la cepa infectante fue P. vivax VK247. La
variante P. vivax VK210 fue también hallada en espe-
cimenes An. nunezgtovari 5.1, de los estados de Tachira
y Barinas, Venezuela, donde también fue la especie
mas predominante (74,8%).** La tasa de infectividad
hallada para An. nunegtovari s.l., en la localidad de
Juan José fue de 0,15% (3/2.038). Las tasas de infec-
tividad que se han reportado para otras localidades
del departamento de Cérdoba varfan, para Monteli-
bano fue de 0,5% (3/613) y para Tierralta de 0,6%
(1/154).” Estas tasas de infectividad son menores a
las obtenidas en estudios realizados en Brasil. Las
tasas de infectividad para An. nuneztovari 5.1, en Boa
Vista, Roraima, fueron de 2,6% (1/38), encontrin-
dose infectado con P. vivax® Ilama la atencion esta
diferencia entre las tasas de infectividad reportadas
en estos estudios, puesto que el comportamiento
descrito como caracteristico para An. nuneztovari s.1.,
en el Amazonas brasilero es una tendencia altamen-
te zoofilica,” que se correlaciona con el citotipo A
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presente en la regién. En Colombia se encuentra el
citotipo C el cual se caracteriza por ser antropofilico
y endofigico.”® Lo anterior sugiere que ademas del
comportamiento, otros factores deben estar influen-
ciando la infectividad natural de este vector en Co-
lombia, y futuros estudios podrian elucidar por qué, a
pesar de que An. nuneztovari 5.1, se considera un buen
vector, las tasas de infectivad encontradas son relativa-
mente bajas en las zonas endémicas del pafs.

En el muestreo realizado en Juan José, An. darlin-
g no se encontrd infectado por Plasmodinm spp.; sin
embargo, Gutiérrez et al.” lo reportaron infectado
por P. vivax VK247 (TIL: 1,6%, 1/69) en La Bonga,
otra localidad de Puerto Libertador. L.a no deteccion
de especimenes An. darlingi infectados en Juan José
podtia tener varias explicaciones: 1) bajas densidades
atribuidas a la época de muestreo que determina en
parte la fluctuacion y densidad de las especies anofe-
linas,* 2) la reduccién en el nimero de especimenes
debido a los programas de control vectorial realiza-
dos en estas zonas y 3) la baja tasa de infectividad
para la mayoria de las especies de Angpheles en Co-
lombia. Todo lo anterior puede conducir a que cuan-
do se evaluen un bajo numero de especimenes, no se
detecten infectados.”>" Como en Colombia, en Brasil
An. darlingi es un importante vector de malaria, pero
también alli, en los diferentes trabajos publicados no
siempre se ha detectado infectado. Por ejemplo, en
el estado de Amapa, An. darlingi ha sido asociado a
malartia por P. vivax, P. falciparum 'y P. malariae,”” pero,
a pesar de esto, en la municipalidad de Serra do Na-
vio, no fue posible hallarlo infectado, mientras que
An. nuneztovari 5.1, se encontré infectado con P. vivax
VK210, con una tasa de infeccién de 1,4% (4/290)."
Se conoce que An. nuneztovari 5.1, es una especie mas
resistente que An. darlingi a ambientes modificados,
tolerando la exposicién de los criaderos a luz solar y
sobreviviendo en aguas mas turbias,*** lo que pue-
de contribuir a que aumente la poblacién en lugares
donde se presentan disturbios ecolégicos. El aumen-
to en densidad puede favorecer la probabilidad de
encontrarlo infectado.

Este trabajo permite también observar la diferen-
cia en especificidad de la prueba de ELISA y la PCR
anidada. Durante la evaluacién preliminar con ELI-
SA 23 mezclas correspondientes a 115 especimenes,
mostraron resultados cercanos al punto de corte, sin
embargo, al ser evaluados individualmente por PCR
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anidada, solo tres fueron positivos (Figura 1). Se ha
reportado ampliamente en la literatura que la ELISA
presenta resultados inespecificos y falsos positivos,™
y que la PCR tiene una mayor sensibilidad, pudiendo
detectar 10 esporozoitos potr mosquito,” mientras que
la ELISA detecta entre 20 y 50." De acuerdo a los
resultados del presente estudio, se sugiere que la prue-
ba de ELISA se utilice como prueba de tamizacién,
ya que esta permite evaluar de una forma mas rapida
un gran numero de mosquitos al procesatlos como
mezclas. Luego, los resultados deberan confirmarse
con la PCR anidada, la cual permite detectar el/los
especimenes infectados en la mezcla, y ademas tiene
una mayor sensibilidad y especificidad.

CONCLUSIONES

En general, los resultados de este estudio evidencian
que An. nuneztovari s.l., continia desempefiando un
papel importante en la transmision en la localidad de
Juan José, ubicado en una importante zona endémica
para malaria de Colombia. A pesar de que An. dar-
lingi ha sido reconocido como un importante vector
de malaria en Colombia y fue recientemente hallado
infectado en otras localidades de Puerto Libertador,
en este trabajo no se encontré infectado, pero dado
el bajo numero de especimenes recolectados, no se
puede descartar su participaciéon en la transmisién
de malaria. Los resultados de este estudio proveen
informacién importante para el diseflo de estrategias
de control vectorial selectivo.

En este estudio solo se evalué un periodo especi-
fico; por ello y para complementar la informacion, se
han realizado nuevos muestreos en la localidad que
permitan evaluar otros parametros sobre el compor-
tamiento y la diversidad real de las especies, informa-
cién que contribuira a un mejor entendimiento sobre
la dinamica de la transmisién de la malaria en esta lo-

calidad.
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