Hospederos de Anopheles e indicadores entomologicos relacionados con la
transmisién de Plasmodium en zonas endémicas del Bajo Cauca y Pacifico
colombiano

Estefani Andrea Piedrahita Hernandez

Tesis para optar al titulo de Magister en Ciencias Basicas Biomédicas

Tutora

Margarita M. Correa O, MSc. PhD.

Miembros comité tutorial
Lina A. Gutiérrez Builes, PhD.
Nelson J. Naranjo, PhD.

Giovan F. Gémez Garcia, PhD.

Universidad de Antioquia
Corporacion Académica Ciencias Basicas Biomédicas
Medellin

2021



TABLA DE CONTENIDO

LISTADE ABREVIATURAS ..o 5
LISTA DE TABLAS . ... e e e e eaa s 7
LISTA DE FIGUR AS ... e e e 8
LISTA DE ANEXOS ... e e e e e e e eaa s 9
RESUMEN EN ESPAROL .....coueiieeeeeeee oottt e e st e e e st et e e e e eee e 10
RESUMEN EN INGLES ... 11
MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES ..o 13
Malaria BN COlOMDIA . ittt ss s sse s s s s e s b e ssaesaesabesabesabesasesasesasesasssanesantsanssntsnssnns 13
Especies de ANOPheles 8N COlOMDIA.....ciiicrrerierrrriisrreriissresisssneesssssnessessnnesssssnnesssssnesssssanesssssnssssssansessssanessessanessssnsesasse 13
Abundancia y comportamiento de picadura de 10S VECtores prinCipales .....ciecerercerererisneisnnsienesesssssnsssnssssnssessssesans 14
Infeccidon natural de especies de Anopheles por Plasmodium SPP. .ccceeeereerereereseereseesereeseseesessnesssessssesessessssssssssesesesesanes 16
Métodos de deteccidn de Plasmodium en especies de ANOPNEIES ....ccueeeceercreerereercrenereesseessseeseseeseseesssasessssesssesessesesnes 17
Alimentacion con sangre de 1as hembras de ANOPNEIES......iiceiieriririiintiinrrieeieeresesssressnsssseesesansssanssssnssssnssesnssesanes 18
Meétodos para la identificacion de hospederos como fuente sangre para las especies de ANOPhEleS .....eeeceerereerereerennnns 18
Hospederos que constituyen la fuente de sangre para 10s mosquitos ANOPNEIES .....cccvererereeriesniesnrssneisneieseesesaesesanes 19
Estrategias de CONTIOl VECIOFIAL....eiiccrrerierreeriesreeriissneesessnnessessneessssnessessnnessessnnesssssnesssssanesssssnsessssanesssssanessessnsessssanassase 19
Componentes de la capacidad VECTOTIAl ....cueiereerererereriseeisseeieseiesesesnesssnsssssesessessssssssnssssssssssesssassssansssssessssasssassssasesse 20
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION .....ccoooviiiiieeiieeee. 20
PREGUNTA DE INVESTIGACION .....oeeeieeeeee oo 23

HIP O T ESIS oo e ettt e et e e e et e e et e e e 24



OBJIETIVOS ... e 24

L@ T =1 LAY =] 1T g | 24
L@ o] [ A 0TSl ] 1= oq 1T oL 24
MATERIALES Y METODOS. ... e 24
Area de estudio Y reCOIECta O ESPECTMENES cuvvivererrrrereesesressessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssns 24
Censo de humanos y animales presentes en 10S SitioS de MUESTIEO0...cccueeieeerererereresreessnesssneseseesesaessssnesssnessssesesassssanesss 26
Procesamiento de eSPECIMENES €N CAIMPO ..cvceuerrrrrrrerrriessesesesssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssassssasssssssssssesssassssassssssssnns 27
Identificacion de eSPeCies A8 ANOPNEIES ...cccvercrererrerrreerereresesestesseeseseeseseesessnessssesessesssassssssassnsessssesesassssasessssesenesesnees 27
Extraccion de ADN del intestino y el tdrax de 10S ESPECIMENES c...uviveeriererernrisrrsssnsiesneiesesssanssssnssssssssssssesassssanssssnsssnns 28

Deteccidn de los hospederos vertebrados mamiferos que son fuentes de alimentacion para las especies de Anopheles
basada en la amplificacion del GEN CYBi....uiiiviiiceeecreeiereerereesissesssnesessesessesessessssssssssesessesesaesssssesssssssssesessesssassssnsessnsesenns 28

Deteccién de los hospederos aves que son fuentes de alimentacion para las especies de Anopheles basada en la
aMPLIfICACION EI GEN CYB ueeiiieiiceircierinnnrisesiesnesssnesssatssssnsssssssssassssasssssssssssesesassssassssassssssssessesssassssassssasesessesssassssasasss 29

Deteccidn de los hospederos vertebrados mamiferos que son fuentes de alimentacion para las especies de Anopheles
basada en la amplificacion del gEN COl ....ciiiiiiriiieirieirieriteestsissteseseesessessssnssssnssssssssssssssansssanssssssssssssesassssassssassssnns 29

Analisis de las secuencias del gen COI usadas para la identificacion de los hospederos que son fuentes de

alimentacion para las especies de ANOPNEIES ...ueiceeecrerireereierereerereeeseeseeese e seseesesaeessseesessesessesesaesssssessssesesaesesassssnnanen 30
Deteccién de infeccion natural por parasitos Plasmodium en ANOPNEIES ....eeevereiereriernieseiisnensneisseeieseesesessssnnsssnesenns 30
Estimacion de iNdices ENTOMOIOGICOS ...eceeveererereereerereerereeseseessssnessssessssesessesessesssssessssesessesessesssssessssessssesesaesssassssnsessnsesanns 32
RESULT ADOS ... et e e e e e et e et e et e et e et e eaneeas 32
Abundancia y composicion de las especies de Anopheles recolectadas en CAMPO c...civeerseeisiiserseiseissiiseisseiseisessen. 32
Registro de humanos y animales presentes en las cuatro localidades de eStUdIO .......cccereeerereiissinisseersssressssresee s 34
Abundancia de hembras de Anopheles recolectadas 8N FEPOSO ...cecrreeeerersrerrereeresesesrssssresssssssssesssassssnsssssnsssssssssassssanes 35
Hospederos que son fuentes de alimentacion para las hembras de ANOPhEIES.......cceveerecereereereereererrerree e senesenneens 36
Indices que determinan la eleccion de un hospedero como fuente de alimentacion de SANGTE ........ceeererereresesesesesenes 39

Comportamiento de picadura de 1as eSpecies ANOPNEIES ......ciieviriiciriitiitir et s s as s e 40



Infeccidon natural por Plasmodium en especies de Anopheles

DISCUSION DE RESULTADOS ....covvvee......

CONCLUSIONES........cooiiiiiieeeeeeeen

LIMITACIONES ...

PERSPECTIVAS ...

AGRADECIMIENTOS ...,

GRADO DE ORIGINALIDAD.........cccccvvvnenn.

REFERENCIAS...... ..o

ANEXOS ..o



LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido Desoxirribonucleico.
BAC: Bajo Cauca Antioquefio.

BLAST: Herramienta de busqueda de alineamiento local basico (por la sigla en inglés, Basic Local

Alignment Search Tool).

BOLD: Plataforma web especificamente para los codigos de barras de ADN (por su sigla en inglés,

Barcode of Life Data System).

CBEIH- SIU: Comité de Bioética de Investigaciones Humanas. Sede de Investigacion Universitaria.
COl: Citocromo c oxidasa subunidad I (por la sigla en inglés, Cytochrome C Oxidase Subunit I).

CH: Cebo humano

COXII1: Citocromo c oxidasa subunidad Il (por la sigla en inglés, Cytochrome C Oxidase Subunit I11).
dNTP: Desoxirribonucledtidos trifosfato (por la sigla en inglés, Deoxyribose Nucleoside Triphosphate).
FIIER: Fumigacion de Interiores con Insecticidas de Efecto Residual

INS: Instituto Nacional de Salud.

ISH: indice de sangre humana.

IF: indice de forraje.

ITS2: Espaciador transcripto interno 2 (por la sigla en inglés, Internal Transcribed Spacer 2).

MT-CYB: Citocromo b codificado mitocondrialmente (por la sigla en inglés, Mitochondrially Encoded

Cytochrome B).



MUSCLE: Alineamiento multiple de secuencias por expectativa logaritmica (por la sigla en ingles,

Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation).

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PAC: Pacifico colombiano.

Pb: Pares de pases.

PCR: Reaccidén en cadena de la polimerasa (por la sigla en inglés, polymerase chain reaction).

RFLP: Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (por la sigla en inglés, Restriction

Fragment Length Polymorphism).

TI: Tasa de infeccion.

TIE: Tasa de inoculacién entomoldgica.

TILD: Toldillos Impregnados con Insecticidas de Larga Duracion.

TPH: Tasa de picadura al humano.



LISTA DE TABLAS

Pag
Tabla 1. Cebadores utilizados para amplificar por PCR, la region del gen MT-CYB y COI para
vertebrados y 18S rRNA Yy COXII para Plasmodium.................c.ooeeiiiiiiii it 31
Tabla 2. Abundancia, composicion y parametros entomolégicos de las especies Anopheles recolectadas

en cuatro localidades endémicas para malaria en Colombia, por método de malla polisombra y cebo

Tabla 3. Hospederos identificados como fuentes de sangre para las hembras de Anopheles de acuerdo a

la amplificacion de CYB y secuenciacion de COl...........oooiriniiiii e, 38

Tabla 4. indice de sangre humana e indice de forraje para las especies de Anopheles recolectadas en

cuatro localidades del Bajo Cauca y Pacifico colombiano..................ocoooiiiiiiii i, 39



LISTA DE FIGURAS

pag
Figura 1. Mapa de sitios de muestreo de especimenes Anopheles en Colombia........................... 26
Figura 2. Proporcion de humanos y animales vertebrados registrados en los sitios de recolecta .........34
Figura 3. Comportamiento en reposo de hembras Anopheles. ..., 35

Figura 4. Hospederos mamiferos fuente de alimentacion con sangre para las hembras de Anopheles

detectadas POr PCR-CYB... ... ... oo oot e e et et e et et e et et et e et et e et eneaneneeeanes.. 30

Figura 5. Hospederos mamiferos fuente de alimentacion con sangre para las hembras de Anopheles

detectadas POr PCR-COI .. ... e e e 37

Figura 6. Red de interaccion cuantitativa de los hospederos de las hembras de Anopheles................. 38

Figura 7. Actividad y hora de picadura de especimenes An. nuneztovari y An. darlingi recolectados en

1aS 10CALIAAAES ..ot 41

Figura 8. Infeccion natural por Plasmodium spp. en An. NUNEZLOVANT ..........c.ceeviviiiiiiiiiiiieeieeea, 42



LISTA DE ANEXOS

pag

Anexo A. Protocolo de amplificacion por PCR para la region MT-CYB de hospederos vertebrados

R0V 0018 (< 4 1R 67

Anexo B. Protocolo de amplificacion por PCR para la region MT-CYB de hospederos vertebrados

Anexo C. Protocolo de amplificacion por PCR para la region COIl de hospederos vertebrados

11011018 (5 (0 1 TR 69

Anexo D. Numero de humanos y animales presentes en los sitios de recolecta de acuerdo al censo

realizado en cada una de las visitas a las localidades. ..........coooiiim i 70



RESUMEN EN ESPANOL

La malaria es un problema importante de salud publica y es causada por parasitos Plasmodium,
transmitidos a los humanos por la picadura de mosquitos hembra del género Anopheles. En Colombia,
las regiones EIl Bajo Cauca y Pacifico son actualmente las zonas méas endémicas de malaria en el pais.
Para determinar la capacidad vectorial de las especies de Anopheles es necesario evaluar los parametros
entomoldgicos, como: abundancia, comportamiento de picadura, infectividad natural por Plasmodium
spp. y el comportamiento y preferencia de alimentacion; este Gltimo puede estar influenciado por
factores intrinsecos o extrinsecos al vector. En este trabajo, se realizaron capturas de mosquitos
empleando el método de malla polisombra y cebo humano protegido, entre las 18:00 y las 24:00 horas,
en localidades endémicas de El Bajo Cauca y Pacifico, durante los afios 2018-2021. Se realizaron
censos de los animales presentes en los sitios de muestreo en un radio de 250 metros, durante los cuatro
dias de recolecta. Los mosquitos se identificaron mediante claves morfoldgicas y se confirmaron
molecularmente por PCR-RFLP-ITS2. Las fuentes de alimentacion con sangre de los mosquitos
capturados reposando en las mallas fueron detectadas en ADN extraido del intestino de cada mosquito
mediante PCR con cebadores dirigidos a los genes MT-CYB y COI para vertebrados. Se estimaron los
indices de sangre humana e indices de forraje para determinar la preferencia de alimentacién con
sangre en las hembras alimentadas. Ademas, se determinaron indices entomoldgicos para los
mosquitos capturados con método de cebo humano protegido: abundancia y composicion de especies,
actividad y hora de picadura, tasa de picadura al humano, tasa de infeccion y tasa de inoculacion
entomoldgica. En total, se recolectaron 1.927 especimenes Anopheles; en las localidades del Bajo
Cauca, 188 en La Capilla, 311 en Villa Grande; en el Pacifico, 159 en la localidad San Antonio y 1.269
en Cordoba. Anopheles (Nys.) darlingi Root, 1926, fue la especie mas abundante en Bajo Cauca y

Anopheles (Nys.) nuneztovari Gabaldon, 1940, en el Pacifico colombiano. La tasa de picadura al



humano maés alta se detectd para An. nuneztovari en Cérdoba-Pacifico con 77,5 picaduras por persona
por noche (p/p/n) y para An. darlingi en Villa Grande-Bajo Cauca con 17,5 p/p/n; ambos con actividad
principalmente en el intradomicilio descubierto. Se detectd infeccion por Plasmodium en An.
nuneztovari de la localidad de Cordoba-Pacifico, con una tasa de infeccion- de 0,49 %, correspondiente
a unatasa de inoculacion entomoldgica de 25 picaduras infectivas por afio. El indice de sangre humana
mas alto se detect6 en los vectores principales An. nuneztovari (57,1%) y An. darlingi (40%). Sin
embargo, An. nuneztovari mostrd preferencia para alimentarse de sangre de perros y An. darlingi de
sangre de cerdos, perros y Galliformes, antes que el humano. Estos resultados sobre los indicadores
entomologicos y el comportamiento de alimentacion de las hembras de Anopheles permiten conocer
cudles son las especies que estan participando en la transmisién de malaria y tener una mayor
comprension de cuél es la dindmica de la enfermedad en las localidades endémicas evaluadas. Ademas,
este trabajo aporta a la vigilancia entomolégica, brindando informacién valiosa que puede usarse para
orientar intervenciones de control efectivas, dirigidas a minimizar el contacto humano-vector de

acuerdo a la bionomia de las especies.

RESUMEN EN INGLES

Malaria is an important problem of public health; it is caused by the bite of Anopheles female
mosquitoes that are able to transmit the Plasmodium parasite to humans. In Colombia, the Bajo Cauca
and Pacific regions are currently the most endemic malaria areas in the country. To determine the
vectorial capacity of Anopheles species, it is necessary to evaluate entomological parameters, such as:
abundance, biting behavior, natural infectivity by Plasmodium spp. and feeding behavior; the later can
be influenced by vector intrinsic or extrinsic factors. In this work, mosquito collections were performed

using barrier-screens and protected human bait, between 18:00 and 24:00 hours, in endemic localities



of Bajo Cauca and Pacific regions, during the years 2018-2021. A census of the animals present at the
sampling sites was carried out within a radius of 250 meters, during the four collection days. Mosquitos
were identified by morphological keys and were molecularly confirmed by PCR-RFLP-ITS2. Blood
feeding sources were detected by PCR with primers targeting the MT-CYB and COIl genes for
vertebrates in DNA extracted from the intestine of mosquitoes collected resting on barrier-screens.
Human blood index and forage index were estimated to determine blood feeding preference in fed
females. In addition, entomological indices were determined for the mosquitoes captured under
protected human bait method: species abundance and composition, human biting activity and time,
human biting rate, infection rate and entomological inoculation rate. In total, 1,927 Anopheles
specimens were collected; in localities of Bajo Cauca, 188 in La Capilla, 311 in Villa Grande; In Pacific,
159 in San Antonio and 1,269 in Cordoba. Anopheles (Nys.) darlingi Root, 1926, was the most abundant
species in Bajo Cauca and Anopheles (Nys.) nuneztovari Gabalddn, 1940, in Pacific. The highest human
bite rate was detected for An. nuneztovari in Cordoba-Pacific with 77.5 bites per person per night (p/p/n)
and for An. darlingi in Villa Grande-Bajo Cauca with 17.5 p/p/n; both with activity mainly in the open
intra-domicile. Plasmodium infection was detected in An. nuneztovari from Cérdoba-Pacific, with an
infection rate of 0.49%, corresponding to an entomological inoculation rate of 25 infective bites per
year. The highest human blood index was detected for the main vectors An. nuneztovari (57.1%) and
An. darlingi (40%). However, An. nuneztovari showed preference for feeding of dog blood and An.
darlingi of pig, dog and Galliforms blood, rather than humans. These results on entomological indicators
and the feeding behavior of Anopheles females allow to understand what species are participating in
malaria transmission and have a better understanding on this disease dynamic in the evaluated endemic
localities. In addition, this work contributes to the entomological surveillance, providing valuable
information that can be used to orientate effective control interventions directed to minimize human-

vector contact, in accordance with species bionomy.



MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

Malaria en Colombia

La malaria es considerada una de las enfermedades transmisibles mas importantes en el mundo; es
causada por parasitos del género Plasmodium, que son transmitidos a los humanos por la picadura de
mosquitos hembra del género Anopheles (1). La enfermedad se presenta principalmente en paises
tropicales como Colombia, el cual ocupa el tercer lugar en las Américas en el nimero de casos de malaria
(2). Para el afio 2020, se reportaron 78.513 casos por las especies parasitarias Plasmodium vivax Grassi
& Feletti, 1890, Plasmodium falciparum Welch, 1897 y Plasmodium malariae Grassi & Feletti, 1889,

con las regiones EIl Bajo Cauca-BC y Pacifico colombiano-PAC como las mas endémicas del pais (3).

Especies de Anopheles en Colombia

En Colombia se han identificado aproximadamente 47 especies de Anopheles (4-8); entre estas,
Anopheles (Nyssorhynchus) albimanus, Anopheles (Nys.) nuneztovari y Anopheles (Nys.) darlingi son
considerados vectores primarios de malaria por su abundancia, amplia distribucion, longevidad,
antropofilia y competencia vectorial (9). Se considera que siete especies tienen importancia local,
Anopheles (Anopheles) pseudopunctipennis Theobald 1901, Anopheles (An.) punctimacula Dyar and
Knab 1906 (10), Anopheles (An.) calderoni Wilkerson 1991(11-13), Anopheles (Kerteszia) polidotus
Zavortink 1973(14,15), Anopheles (Ker.) neivai Howard, Dyar y Knab 1912 (4), Anopheles (Nys.)

rangeli Gabaldon, Cova Garcia & Lépez 1940 y Anopheles (Nys.) oswaldoi Peryassu 1922 (16,17).



Abundancia y comportamiento de picadura de los vectores primarios

La picadura por una especie de Anopheles es uno de los factores con mayor impacto en la capacidad
vectorial, debido a que un vector para transmitir el parasito debe picar minimo dos veces, inicialmente,
para adquirirlo y posteriormente, para inocularlo (18). En ocasiones un vector debe picar multiples veces
para poder completar el ciclo gonotrofico; lo cual aumenta no solo la supervivencia y abundancia del
vector, sino también, el riesgo de infeccion por Plasmodium en los humanos (18). Ademas, la abundancia
y el comportamiento de picadura al interior o en el exterior de las casas pueden presentar variaciones que
modulan su capacidad vectorial. Dichas variaciones pueden presentarse, entre otros, por presiéon de
seleccion por insecticidas, que obligan a los vectores a buscar alimento en otros sitios (19) o cambios en
el ambiente, como los causados por las actividades humanas como la deforestacion, la agricultura y la
mineria (20,21). Por lo cual, los parametros abundancia y comportamiento de picadura deben evaluarse

frecuentemente en las localidades endémicas para malaria.

Con respecto a la bionomia de los principales vectores de malaria en Colombia, se ha reportado
diferencias en el comportamiento de picadura y las abundancias entre regiones. Anopheles albimanus es
un vector con amplia distribucion en areas costeras, encontrdndose predominantemente en la Costa
Atlantica y Pacifica del pais; ademas, se presenta en las islas de San Andrés y Providencia (22-24). La
presencia de estados inmaduros, se registra frecuentemente en pantanos costeros, estanques de peces y
excavaciones, algunas veces en zonas urbanas y areas alteradas por la actividad humana (23,25,26). La
especie An. albimanus, posee un comportamiento oportunista siendo endofagico y exofagico, segun la
disponibilidad y nimero de hospederos que son fuente de alimentacién (27). Se ha registrado a An.
albimanus como una especie con comportamiento zoofilico (28); sin embargo, en el Pacifico colombiano
se ha demostrado su actividad antropofilica (23) picando al interior de las casas hacia la media noche y

en el peridomicilio entre las 18:00-21:00 horas (h) y 17:00-18:00 h (27,29,30). El rango de picadura al



humano se ha registrado entre 0,15-0,47 picaduras por persona por noche (p/p/n) para localidades de

Cordoba y Antioquia, en el noreste de Colombia (31).

Anopheles nuneztovari es un vector importante de malaria en Colombia; se encuentra distribuido a ambos
lados de la cordillera de los Andes y su comportamiento es principalmente antropofilico y endofagico,
con una actividad de picadura en la noche, especificamente después de las 20:00 h (31,32). Anopheles
nuneztovari se considera un complejo de especies que estaria compuesto por Anopheles dunhami Causey,
Anopheles goeldii Rozeboom & Gabalddn, An. nuneztovari Gabaldon, An. nuneztovari linajes 1-5 (33—
36), con diferencias en comportamiento a lo largo de su distribucion en Sur América (36,37);
particularmente en la Amazonia brasilefia, se considera un vector local, con un comportamiento zoofilico
(38,39). Para An. nuneztovari se ha reportado un rango de picadura al humano de 0,8-16,7 p/p/n para la

region Uraba-Bajo Cauca-Alto Sind (31,40) y 0,2-8,6 p/p/n para la regién Pacifica de Colombia (12).

Anopheles darlingi es considerado el principal vector de América Latina y se encuentra ampliamente
distribuido tanto en América Central como en América del Sur (39,41). En Colombia tiene una amplia
distribucion a ambos lados de la cordillera de los Andes (42). Especificamente en el Bajo Cauca, en
trabajos que incluyen datos del uso de suelo, la presencia de este vector se ha relacionado con humedales,
cuerpos de agua y cubiertas de pastos (21). Sus estadios inmaduros se han encontrado en pozos producto
de la mineria, la ganaderia y los microcultivos de arroz (40). En el Departamento de Cérdoba, esta especie
presentd mayor abundancia durante los periodos de transicion (al principio o al final de las lluvias), lo
que puede estar influenciado por las actividades humanas que proporcionan habitats larvales temporales
que favorecen el desarrollo de estados inmaduros del mosquito (40). En el Pacifico colombiano, se ha
reportado a An. darlingi como una especie antropofilica y endo-exofagica (31). En el Departamento de

Putumayo en la regién de la Amazonia, ha presentado una actividad de picadura principalmente desde



las 19:00 h; sin embargo, en el departamento de Antioquia en la region del Bajo Cauca se ha observado
picos de picadura entre 19:00 h y 23:00 h (42). El rango de picadura al humano ha sido estimado en 0,03-
14,5 p/p/n para la region Uraba-Bajo Cauca-Alto Sind (40) y 9,0-89,9 p/p/n para la region Pacifica de

Colombia (12).

Infeccion natural de especies de Anopheles por Plasmodium spp.

La determinacion de la infeccion natural por Plasmodium spp. y conocer cudl es la etapa de desarrollo
del parésito en el vector, es de utilidad para la estimacién de la competencia vectorial (18,43), ya que
permite determinar si un mosquito solo esta infectado o es infectivo, y con ello, incriminar las especies
de Anopheles que realmente participan en la transmision de la malaria (23,40). En Colombia, los vectores
principales An. albimanus, An. nuneztovari y An. darlingi, se han encontrado infectados naturalmente
con especies de Plasmodium (12,31,44). Particularmente, en el Pacifico colombiano An. albimanus se
detect6 infectado con P. vivax en los municipios Nuqui y Buenaventura y con P. falciparum en
Buenaventura (23). En esta misma region, An. nuneztovari se detect6 infectado con Plasmodium sp. (45)
y P. vivax en Buenaventura (32). En el noroccidente de Colombia, An. nuneztovari se encontré infectado
con P. vivax en las localidades de Montelibano, Tierralta (31), Puerto Libertador - Cérdoba y EI Bagre -
Antioquia (32,40). Anopheles darlingi se ha encontrado infectado en dos localidades del departamento
de Antioquia, en El Bagre con P. vivax (40) y en Vigia del Fuerte con P. falciparum (12). Ademas, en el
pais, se han encontrado otras especies anofelinas infectadas; algunas de ellas se han implicado como
vectores a nivel local, como An. neivai, especie que se ha reportado infectada con P. falciparum y P.
vivax en localidades endémicas para malaria del Chocé (23); An. calderoni, recientemente encontrado
infectado con P. falciparum y P. vivax en Narifio (11,12), y An. punctimacula que se ha asociado

epidemioldgicamente relacionado con brotes de malaria y detectado infectado naturalmente con



Plasmodium spp. (46). Adicionalmente, An. triannulatus se detect6 infectado con P. vivax en El Bagre,
Antioquia (44,47); sin embargo, ain no se conoce el papel que juega esta especie en la transmision del

paréasito.

Meétodos de deteccidn de Plasmodium en especies de Anopheles

Para la deteccion de Plasmodium spp. en los vectores la prueba que se ha usado como el gold estandar,
es la visualizacion de esporozoitos en glandulas salivales por microscopia; sin embargo, es una prueba
laboriosa que requiere de personal calificado y no es practica en el caso del analisis de un nimero grande
de especimenes (48). También, se han usado frecuentemente metodologias como el Ensayo de
Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas (ELISA), que utiliza anticuerpos monoclonales dirigidos a P.
falciparum, P. vivax VK247/VK210 y P. malariae (23,47,49,50). En la actualidad, la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) es la metodologia usada con mas frecuencia para la deteccion de
Plasmodium. Una de las estrategias es la PCR anidada que usa cebadores especificos del género
Plasmodium que amplifican una region de la subunidad ribosomal pequefia 0 18S rRNA del parésito
(51). Existen otros tipos de PCR convencional dirigidas a la amplificacion de regiones de genes blanco
del parésito como, el gen citocromo oxidasa subunidad I-COl (52) y Citocromo b-CYB (53).
Adicionalmente, se ha utilizado la PCR en tiempo real, basada en la cuantificacion de ADN amplificado
y detectado por emisidn de fluorescencia directamente proporcional a la amplificacion (54). Y como
tecnologia mas novedosa, se encuentra el MALDITOF (55), la cual utiliza las huellas digitales
espectrales que varian entre los microorganismos; sin embargo, su costo es mas elevado comparado con

tecnicas de PCR e Inmunoensayos.



Alimentacion con sangre de las hembras de Anopheles

Las hembras de los mosquitos Anopheles pican a un hospedero para alimentarse de sangre y obtener los
nutrientes necesarios para la ovoposicion (56); por tanto, la identificacion de los hospederos que son las
fuentes de sangre, constituye un estimativo del habito de picadura de las especies vectoras (43,57,58). Se
ha reportado que los vectores principales se alimentan frecuentemente de los humanos, comportamiento
vectorial conocido como antropofilia, el cual es clave para incriminar una especie como vector (31); sin
embargo, también se ha reportado que pueden alimentarse de otros hospederos vertebrados (59-61). Las
especies de Anopheles en su busqueda por nutrientes sanguineos pueden alimentarse hasta dos veces de
un hospedero para completar el ciclo gonotréfico, como se ha evidenciado en An. darlingi (62). Lo
anterior, podria aumentar no solo la frecuencia de picadura al humano sino el riesgo de infeccion por
Plasmodium. Ello sugiere la importancia de plantear una alternativa de control para la malaria que
disminuya el contacto humano-vector y, por ende, el riesgo de ser infectado por Plasmodium durante la

picadura del mosquito (59,63).

Meétodos para la identificacion de hospederos como fuente sangre para las especies de Anopheles

Para determinar cuales son los hospederos que constituyen la fuente de sangre para los vectores de
importancia médica, se realizan estudios en campo en que se capturan mosquitos Anopheles en reposo
(64); para ello, se han utilizado mallas polisombra, capturas en la vegetacion y trampas CDC (19,65).
Estos métodos permiten disminuir el sesgo en la determinacion de la fuente de sangre por atraccion de
un Anopheles hacia un hospedero especifico (61,66,67). Ademas, el uso de técnicas como PCR, el ensayo
de ELISA (68-70) y MALDI-TOF (71) ha permitido detectar el ADN de distintos hospederos en la
sangre extraida del intestino del vector (72). Los sitios blancos utilizados han sido regiones de los genes

mitocondriales, citocromo oxidasa I-COI (73,74), 16S rRNA (75) y citocromo b mitocondrial MT-CYB



(72,76). Especificamente, el gen MT-CYB tiene utilidad para la identificaciéon de ADN de hospederos
fuente de sangre para Anopheles, debido al elevado nimero de copias por célula (77,78) y por la variacion
genética a nivel de secuencia primaria entre taxones de vertebrados que es suficiente para la

identificacion confiable de la fuente de alimentacion (72).

Hospederos que constituyen la fuente de sangre para los mosquitos Anopheles

Entre los hospederos que constituyen las fuentes de sangre para la alimentacién de las hembras, el méas
frecuentemente reportado es el humano; sin embargo, también se han registrado otros vertebrados y aves
como fuentes de alimentacién (67,79,80). Este comportamiento de alimentacidén oportunista amplia el
rango de fuentes de sangre para los mosquitos, aumentando su supervivencia y abundancia, lo que podria
contribuir a mantener la poblacién de Anopheles y, por ende, la transmisién de malaria en una localidad
(81). Se ha reportado especies de Anopheles que pueden presentar un habito de picadura oportunista,
detectandose alimentadas en mayor proporcion de sangre de un hospedero diferente al humano; por
ejemplo, An. albimanus de Honduras alimentado principalmente de gallinas y ganado (81), y An. darlingi
de Peru (61) alimentado en mayor proporcion de sangre de gallinas. Adicionalmente, se ha documentado
un comportamiento oportunista en especies como An. neivai y An. punctimacula alimentadas
principalmente de la sangre de vacas (81,82), en An. aquasalis, de bovinos, caballos, cerdos y perros (80)

y en An. pseudopunctipennis, de ovejas, cabras y burros principalmente (83).

Estrategias de control vectorial
Las estrategias para la prevencion y control de la malaria han tenido dos enfoques: la inhibicion del
desarrollo del parasito por medio de compuestos antiparasitarios y el control de los vectores (1,2). El

control de vectores es la principal estrategia recomendada por la OMS para controlar la malaria (1) y se



basa principalmente en la utilizacion de Toldillos Impregnados con Insecticidas de Larga Duracion
(TILD) y la Fumigacioén de Interiores con Insecticidas de Efecto Residual (FIIER) (84). Sin embargo,
dada la resistencia de los parasitos a los medicamentos y de los mosquitos a los insecticidas (11,85), ha
surgido la necesidad de explorar alternativas destinadas a optimizar el control vectorial. Entre ellas, se
encuentra la técnica de insectos estériles (SIT, por sus siglas en inglés Sterile Insect Technique) (86), el
uso de agentes de control bioldgico de estados inmaduros (87-90), la paratransgénesis, la cual usa
microorganismos aislados del vector que son genéticamente modificados y reintroducidos en el intestino
del mosquito para ejercer un efecto antiparasitario (91), y la zooprofilaxis (92); esta Gltima consiste en
tener en el entorno de las viviendas animales que sirvan como barrera y minimicen el contacto humano-
vector (59,63). Todas estas estrategias de control vectorial se proponen con base en estudios de los

vectores en campo Y el anélisis de los componentes de la capacidad vectorial.

Componentes de la capacidad vectorial

La capacidad vectorial se define como el nimero esperado de nuevas inoculaciones a partir de un caso
infectivo y, se ha expresado en un modelo matematico que incluye los factores bioldgicos: densidad
vectorial, habito de picadura, competencia y supervivencia del vector, como determinantes de riesgo de
transmision del paréasito a los humanos por un vector (18,43,93). Por tanto, para estimar la capacidad de
un mosquito de transmitir patdgenos, es necesario analizar cada componente; se parte de la premisa que
la correcta identificacion de las especies de Anopheles es la base para cualquier estudio entomologico

que incluya incriminacion vectorial y bionomia de especies (16,94,95).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION



La malaria continua siento un problema de salud publica en América; las cifras posicionan a Colombia
en el tercer lugar en nimero de casos de malaria, con las regiones Bajo Cauca y Pacifico colombiano
como las mas endémicas del pais (3). El control de vectores es la estrategia recomendada por la OMS
para eliminar la malaria (1) y se basa principalmente en la utilizacion de Toldillos Impregnados con
Insecticidas de Larga Duracion (TILD) y la Fumigacion de Interiores con Insecticidas de Efecto Residual
(FIIER) (84). Sin embargo, dada la resistencia a los insecticidas de uso comun (11,85) y el nimero alto
muertes por malaria (1), se ha sugerido el uso de estrategias de control vectorial alternativas basadas en
el estudio de los vectores en campo y el andlisis de los componentes de la capacidad vectorial; tales como
la técnica de insectos estériles (SIT, por sus siglas en inglés Sterile Insect Technique) (86), el uso de
agentes de control bioldgico de estados inmaduros (87-90), la paratransgénesis (91) y la zooprofilaxis

(92).

Los componentes de la capacidad vectorial, como la densidad vectorial, habito de picadura y competencia
vectorial, permiten estimar la capacidad de un mosquito de transmitir patégenos y conocer el riesgo de
transmision del Plasmodium a los humanos (18,43,93). Estos componentes pueden ser evaluados por
medio de indicadores entomoldgicos como abundancia de vectores, hora y actividad de picadura, tasa de
picadura al humano, indice de sangre humana, tasa de infeccion y tasa de inoculacion entomoldgica.
indices que pueden presentar variaciones entre especies y localidades, debido, entre otros aspectos, a los
cambios de comportamiento de los mosquitos, los cuales pueden estar influenciados por modificaciones
en el ambiente, generalmente originadas por las actividades humanas (20,21), disponibilidad de
hospederos para alimentarse (96) o presion de seleccion de insecticidas (76,97). Por tanto, los parametros
entomoldgicos de las especies que participan en la transmision de malaria en las areas endémicas deben

evaluarse frecuentemente. Sin embargo, es importante tener en cuenta que antes de realizar estudios



entomologicos, que impliquen por ejemplo el comportamiento de los vectores, es necesario la correcta

identificacion de las especies de Anopheles.

La identificacion de los hospederos de las hembras de Anopheles que son la fuente de sangre para la
obtencion de nutrientes necesarios para la ovoposicion, constituye un estimativo del hébito de
alimentacion y picadura (43,56,57). Aunque se considera que las diferentes especies de Anopheles tienen
preferencias especificas por sus hospederos (76), la eleccion de sus fuentes de sangre puede variar segin
la disponibilidad y abundancia de esos hospederos (61,71). Entre los hospederos para los vectores
principales, el méas frecuentemente reportado, es el humano (67,79); sin embargo, también se ha
registrado que pueden alimentarse de otros hospederos vertebrados (56,76,83). En vectores de
Latinoamérica, especies como An. albimanus en Honduras (81) y An. darlingi en Per( (61), se han
encontrado alimentadas en mayor proporcién de gallinas que de humanos; se sugiere que esto contribuye
a mantener la poblacién de mosquitos y pudiera explicar la continuidad de la trasmision de Plasmodium
en las localidades. Otro aspecto importante a evaluar es el comportamiento de alimentacion en los
mosquitos; su estimacién permite plantear alternativas de control para la malaria en las que se disminuya
el riesgo para los humanos de ser infectados por Plasmodium durante la picadura del mosquito; por
ejemplo, con el uso de animales alrededor de la vivienda que sirvan como barrera entre el humano vy el

vector o zooprofilaxis (59,63).

La determinacién de la infeccidn natural por Plasmodium spp. es un pardmetro entomolégico importante
para la estimacion de la competencia vectorial (18); su estimacidn permite incriminar a las especies de
Anopheles que realmente participan en la transmision de la malaria (23,31,40,60). Los tres vectores
principales, An. albimanus, An. darlingi y An. nuneztovari, han sido encontrados infectados naturalmente

con especies de Plasmodium en las regiones Bajo Cauca, Pacifico colombiano y Noreste de Colombia



(23,40,44); sin embargo, se han encontrado otras especies de Anopheles para las cuales debe esclarecerse
el rol que cumplen en la transmision, como es el caso de An. triannulatus infectado con Plasmodium spp.
(44,47) y An. punctimacula, asociado epidemiol6gicamente con brotes de malaria en Armenia, Colombia

(46).

Considerando que el estudio de los componentes de la capacidad vectorial nos permite comprender, de
una forma mas clara, la dindmica de la transmision de malaria en las localidades y que para los vectores
de malaria de Colombia no existen registros de los hospederos que constituyen las fuentes de sangre para
la alimentacion de las hembras de Anopheles, el objetivo de este trabajo fue estudiar componentes claves
de la capacidad vectorial y las fuentes de sangre para las hembras de Anopheles. Para ello se determinaron
varios indices entomolégicos como la abundancia y composicion de especies, actividad y
comportamiento de picadura, identificacion de hospederos y la determinacién de infeccion natural de los
especimenes recolectados en localidades endémicas del Bajo Cauca y Pacifico colombiano. Lo anterior,
con el fin de ampliar el conocimiento sobre aspectos de la bionomia de los vectores de malaria y su
compartimiento, lo cual es de utilidad para el disefio y orientacion de las estrategias de control destinadas

a la proteccion de las personas que habitan en las zonas endémicas.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cuales son los hospederos que constituyen la fuente de sangre para la alimentacion de las hembras de
Anopheles y los indicadores entomoldgicos relacionados con la transmisién de Plasmodium en zonas

endémicas del Bajo Cauca y Pacifico colombiano?



HIPOTESIS

Las especies de Anopheles son oportunistas en la alimentacion con sangre de sus hospederos y los
indicadores entomologicos de las especies detectadas en zonas endémicas presentan variaciones a nivel

geografico, entre localidades.

OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar los hospederos que constituyen la fuente de sangre para la alimentacion de las hembras de
Anopheles e indicadores entomoldgicos relacionados con la transmision de Plasmodium en zonas

endémicas del Bajo Cauca y Pacifico colombiano.

Objetivos Especificos

1. Identificar los hospederos que constituyen la fuente de sangre para la alimentacién de las hembras de
Anopheles recolectadas en zonas endémicas del Bajo Cauca y Pacifico colombiano.

2. Estimar indicadores entomoldgicos relacionados con la transmision de Plasmodium en zonas

endémicas del Bajo Cauca y Pacifico colombiano.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y recolecta de especimenes
Los mosquitos del género Anopheles fueron recolectados en cuatro localidades: La Capilla y Villagrande
ubicadas en el municipio del Bagre, departamento de Antioquia; San Antonio, ubicada en el municipio

de Istmina, departamento de Chocé y Cordoba, ubicada en el municipio de Buenaventura, departamento



del Valle del Cauca (Figura 1). ElI muestreo se realizo entre los afios 2018 y 2021, con dos salidas de
campo a cada localidad, durante cuatro noches consecutivas, entre las 18:00-24:00 h. Los mosquitos
adultos fueron recolectados en reposo sobre mallas polisombra negra 70% de oscuridad, de 2 x 10 metros,
ubicadas alrededor de la casa formando barreras fisicas en puntos estratégicos (casa-bosque, casa-rio,
casa-carretera) para recolectar hembras de Anopheles que ingresan a picar dentro de las casas o salen a
reposar en exteriores luego de picar (64). Se colecté simultaneamente en otra casa, a 1 km? de distancia,
en el intradomicilio y peridomicilio usando el método de atrayente con cebo humano protegido. Se tomé
como intradomicilio los espacios de cocina, sala y habitaciones de la casa que estaban descubiertos,
debido a la arquitectura de las viviendas. El peridomicilio fue definido como aquellas areas a una
distancia de hasta 10 metros alrededor de las casas. Las recolectas con el método de cebo humano fueron
realizadas con previo consentimiento informado y protocolo aprobado por el comité de Bioética de la

Universidad de Antioquia (CBEIH-SIU, Acta 18-41-823 y 18-35-810).
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Figura 1. Mapa de sitios de muestreo de especimenes Anopheles en Colombia. En colores se representa la ubicacion de

cada una de las localidades muestreadas en las regiones endémicas Bajo Cauca y Pacifico colombiano. Software Arcgis 10.8.

Censo de humanos y animales presentes en los sitios de muestreo
Se realiz6 un censo diario de los humanos y animales domésticos y/o de corral, que estuvieran presentes
en el sitio de recolecta hasta 250 metros de radio de la casa, teniendo como criterio el rango de vuelo de

los mosquitos Anopheles y la geografia del sitio. El formato de registro del censo incluyd: tipo de animal,



namero, presencia durante el dia y/o noche, permanencia en el interior o exterior de las viviendas, y la

administracion o no de antiparasitarios (Anexo 1).

Procesamiento de especimenes en campo

El intestino de las hembras de Anopheles, recolectadas con malla polisombra, fue disectado en campo
bajo un estero-microscopio (AmScope SE 100-ZZ), y se registro la presencia/ausencia de sangre en el
intestino. Las disecciones fueron procesadas en portaobjetos de vidrio estériles, utilizando materiales
esterilizados con etanol entre cada muestra. Los intestinos se conservaron individualmente en papel
Whatman FTA® hasta ser procesados en el laboratorio para detectar la fuente de sangre de hospederos
vertebrados mamiferos y Galliformes. El resto del material bioldgico (patas, alas, térax y cabeza) fue
almacenado en silica gel, al igual que los mosquitos recolectados con cebo humano, para la identificacion

de la especie.

Identificacidn de especies de Anopheles

Los especimenes recolectados con el método de cebo humano fueron identificados utilizando claves
taxonomicas (5); se realizd un respaldo morfoldgico con especimenes representativos y el montaje de
alas y pata en portaobjeto de vidrio de un porcentaje de los mosquitos. Ademas, se realizé la confirmacion
molecular mediante PCR-RFLP-ITS2 (95,98) de un n representativo de mosquitos de cada especie.
Todos los mosquitos recolectados con malla polisombra, disectados en campo, fueron identificados por

métodos moleculares.



Extraccion de ADN del intestino y el térax de los especimenes

Se extrajo el ADN a partir de la muestra de sangre presente en el intestino, conservada en papel
Whatmann®, para identificar los hospederos que fueron la fuente de alimentacion de las hembras de
Anopheles recolectadas. Se utilizaron dos discos de 2mm de diametro cada uno, cortados del papel que
contenia cada muestra de sangre, usando un perforador Harris Uni-Core®. Ademas, a partir del ADN
gendmico obtenido del térax de los especimenes se realiz6 la confirmacion molecular de especie y la
deteccion de infeccidn natural por Plasmodium spp. La extraccién de ADN de intestino y torax se realizd
bajo un protocolo de precipitacion salina (99). Para ello, a cada muestra se le agregd tampdn de lisis, se
macerd e incub6 a 56°C por 30 min para generar la ruptura de la pared celular; luego, se adicion6 14,5uL
de acetato de potasio e incubd 1 hora en hielo. Luego, se realizaron tres pasos de precipitacion con etanol
y subsiguiente centrifugacion a 13.000 rpm, en refrigeracion. Finalmente, cada muestra se resuspendio
en 25uL de tampon TE (Tris-Acido etilendiaminotetraacético), se incub6 a 65°C por 10 min y almacend

a -20°C hasta su procesamiento por técnicas de PCR.

Deteccion de los hospederos vertebrados mamiferos que son fuentes de alimentacion para las
especies de Anopheles basada en la amplificacion del gen CYB.

Para conocer la identidad de los hospederos vertebrados mamiferos, de los cuales las hembras de
Anopheles se alimentaron, se realiz6 una PCR multiplex con el fin de amplificar una region del gen
mitocondrial CYB, usando el oligonucleotido universal reverso UNREV1025 y los oligonucledtidos
especificos para humanos, cerdos, perros, vacas y cabras (72). Las condiciones de la amplificacion
fueron: un ciclo de 95 °C durante 5 min, 35 ciclos a 95 °C por 1 min, 58 °C por 1 min'y 72 °C por 1 min,
con una extension final a 72 °C durante 7 min. La presencia del amplicon se confirmé mediante una

electroforesis en un gel de agarosa al 2% usando como guia el marcador de peso molecular de 100 pb,



tefiido con bromuro de etidio y se visualiz6 en un transiluminador UV (Cleaver Scientific). Los productos
se identificaron por diferencias de tamafio del amplicon: 334 pares de bases (pb) para humanos, 453 pb
para cerdos, 680 pb para perros, 561 pb para vacas y 132 pb para cabras. Los controles positivos de la
PCR fueron muestras de ADN, extraido a partir de sangre de humano, cerdo, vaca y perro; el ADN

extraido del intestino de machos de Anopheles fue usado como control negativo.

Deteccion de los hospederos aves que son fuentes de alimentacion para las especies de Anopheles
basada en la amplificacion del gen CYB

Se amplificd por PCR un fragmento del gen mitocondrial CYB para aves, usando los oligonucleétidos
especificos del orden Galliformes, Passeriformes y Columbiformes (100). La PCR-CYB aviar se proceso
bajo las siguientes condiciones de amplificacién: un ciclo de 95 °C durante 5 min, 49 ciclos a 94 °C por
30 seg, 65 °C por 30 seg 'y 72 °C por 1 min, con una extension final a 72 °C durante 4 min. Los productos
de PCR fueron: 210 pb para Galliformes, 165 pb para Passeriformes y 333 pb para Columbiformes. Los
productos se visualizaron en un gel de agarosa al 2% con marcador de peso molecular 100 pb, tefiido con
bromuro de etidio utilizando un transiluminador UV. Los controles positivos de la PCR fueron muestras
de ADN extraido a partir de sangre de Galliformes, Passeriformes y Columbiformes; el ADN extraido

del intestino de machos de Anopheles fue usado como control negativo.

Deteccion de los hospederos vertebrados mamiferos que son fuentes de alimentacion para las
especies de Anopheles basada en la amplificacion del gen COI

Adicionalmente, se amplific6 por PCR una regién del gen mitocondrial COI (101) para aumentar la
probabilidad de deteccion de ADN de hospederos en las muestras analizadas y brindar un mayor soporte

a los resultados obtenidos. Se wusaron los oligonucle6tidos universales Mod_RepCOIl F vy



Mod_RepCOI_R que amplifican una regién de 664 pb aproximadamente. Las condiciones de la
amplificacion fueron: un ciclo de 95 °C durante 4 min, 40 ciclos a 95 °C por 40 seg, 48,5 °C por 1 min
y 72 °C por 1 min, con una extension final a 72 °C durante 7 min. La presencia del amplicon se confirmo
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% con marcador de peso molecular 1 Kb, tefiido con
bromuro de etidio y se visualiz6 en un transiluminador UV. Dado que las muestras se procesaron
paralelamente por MT-CYB y en ambas se obtuvo un porcentaje similar de muestras positivas, para tener
una confirmacidn adicional, el 30% de los productos de amplificacion fueron secuenciados por Sanger
con el primer universal para vertebrados Mod_RepCOI F. Los controles positivos de la PCR fueron
muestras de ADN extraido a partir de sangre de humano, cerdo, vaca y perro; el ADN extraido del

intestino de machos de Anopheles fue usado como control negativo.

Analisis de las secuencias del gen COI usadas para la identificacion de los hospederos que son
fuentes de alimentacion para las especies de Anopheles

Las secuencias del gen COI fueron editadas en el programa Geneious version 8.0.2 (102). Se identifico
el hospedero realizando un analisis MegaBlast de cada secuencia, la cual fue comparada con secuencias
de vertebrados reportadas en las bases de datos NCBI. Para definir la identidad genética de cada
secuencia a nivel de género y/o especie, se consideraron los criterios de Grado, valor E, identidad

genética, sitios idénticos y cobertura de la consulta.

Deteccion de infeccidn natural por parasitos Plasmodium en Anopheles
Se llevo a cabo un ensayo de PCR anidada con los cebadores especificos del género que amplifican un
fragmento de la subunidad pequefia del ribosoma -18S rRNA de Plasmodium (51). Los cebadores usados

en la primera ronda de PCR, rPLU1 y rPLUS5, amplifican una regién de 1640 pb, mientras que los



cebadores de la segunda ronda de PCR, rPLU3 y rPLU4, amplifican un fragmento de 240 pb,
aproximadamente. Para la PCR anidada se usaron mezclas de hasta cinco térax de mosquitos Anopheles
de la misma especie. Los grupos positivos y las muestras individuales fueron confirmadas mediante una
nueva PCR anidada con cebadores especificos de especie, P. vivax, P. falciparum y P. malariae.
Adicionalmente, se realiz6 una PCR usando los cebadores COXIII_F y COXIII_R que amplifican una
region, de aproximadamente 500 pb, del gen citocromo oxidasa 111 - COXII de Plasmodium. La PCR fue
optimizada en el laboratorio con el fin de aumentar la probabilidad de deteccién de mosquitos infectados

(52,103).

Tabla 1. Cebadores utilizados para amplificar la region del gen MT-CYB y COI para vertebrados, y 18s

rRNA y COXIII para Plasmodium.

GEN

AMPLIFICADO CEBADOR SECUENCIA5'- 3" TAMANRO (pb)
Pig573_F CCTCGCAGCCGTACATCTC 453
Human741_F GGCTTACTTCTCTTCATTCTCTCCT 334

CYB vertebrados | Goat894 F CCTAATCTTAGTACTTGTACCCTTCCTC 132

mamiferos Dog368_F GGAATTGTACTATTATTCGCAACCAT 680
Cowl2l F CATCGGCACAAATTTAGTCG 561
UNREV1025 GGTTGTCCTCCAATTCATGTTA -
Galliforme_F ATTTCGGCTCCCTATTAGCAG
Galliforme_R GTCCGATGTGAAGGAAGATACAGATGAAGAAGAA 210
Passeriforme_F RGCMCTRGCHGCCTCMRTCCTAG

CYB aves = 165

Passeriforme_R AAYGGGTGTTCKACTGGTTGGCT
Columbiforme_F | CTMACMGGMYTACTACTMGCCG

Columbiforme_R | GGTTTGGCCAATGTAGGGGAC 333
COl vertebrados | Mod_RepCOI_F | TNTTYTCMACYAACCACAAAGA
mamiferos Mod_RepCOI_R | TTCDGGRTGNCCRAARAATCA 664
rPIU_1 TCAAAGAATAAGCCATGCAAGTGA 1640
18s rPIU_5 CCTGTTGTTGCCTTAAACTCC
Plasmodium rPIU_3 TTTTTATAAGGATAACTACGGAAAAGCTGT 240
rPIU_4 TACCCGTCATAGCCATGTTAGGCCAATACC
coxili COXIII_F AGCGGTTAACCTTTCTTTTTCCTTACG 500

Plasmodium COXII_R AGTGCATCATGTATGACAGCATGTT TACA




Estimacion de indices entomolégicos

El pico maximo de picadura fue definido como la hora de méxima actividad de picadura para cada especie
de Anopheles en cada localidad, mostrando su actividad en el intra y peridomicilio. La Tasa de infeccion
(T1) se calculé como el porcentaje de mosquitos positivos para Plasmodium con respecto al nimero total
de mosquitos analizados por especie, localidad y regién. La tasa de picadura al humano (TPH) se calculd
como el nimero total de especies de Anopheles capturados por el método de cebo humano, dividido por
el nimero total de dias de recolecta y el nimero de colectores. La tasa de inoculacién entomolégica (TIE)
se obtuvo multiplicando la TPH por la T1 por sitio por afio (40,104). Ademas, se determind el indice de
sangre humana (ISH) para cada especie, calculando la proporcion de mosquitos alimentados con sangre
humana en relacion con el nimero de mosquitos analizados. Finalmente, se calculd el indice de forraje
(IF), el cual se usa para determinar la preferencia de alimentacion de un vector por un hospedero; para
esto, se construyd una matriz con las proporciones de los hospederos detectados por métodos moleculares
para cada una de las especies de Anopheles y la proporcion de animales censados en el sitio de estudio.
Un IF >1 indica preferencia, <1 indica divergencia o seleccion de otro hospedero y ~1 no indica ni

preferencia ni divergencia (61,105).

RESULTADOS

Abundancia y composicion de las especies de Anopheles recolectadas en campo

Se recolectaron en total 1.927 especimenes de Anopheles en cuatro localidades de las regiones Bajo
Cauca y Pacifico colombiano; 188 especimenes de La Capilla-BC y 311 de Villa Grande-BC, 159
especimenes de San Antonio-PAC y 1.269 de Cérdoba-PAC. Del total de especimenes, 433 fueron
recolectados en malla polisombra y 1.494 por el método de cebo humano. En BC, se recolectaron 4

especies de Anopheles. En La Capilla-PAC, la especie mas abundante fue An. darlingi (61,2%), seguida



por An. nuneztovari s.s (22,3%), An. triannulatus (11,2%) y An. braziliensis (5,3%). En Villa Grande las
especies mas abundantes fueron, An. darlingi (56,6%) y An. nuneztovari s.s (41,5%) y la especie menos
abundante fue An. triannulatus (0,6%). En San Antonio-PAC, se recolectaron los vectores principales de
Colombia, An. nuneztovari s.s y An. darlingi, cuyas abundancias corresponden al 67,9% y 32,1%,

respectivamente. En Cordoba-PAC, la Unica especie encontrada fue An. nuneztovari s.s (Tabla 2).

Tabla 2. Abundancia, composicién y parametros entomoldgicos de las especies Anopheles recolectadas
en cuatro localidades endémicas para malaria en Colombia, por método de malla polisombra y cebo

humano.

Especimen .
L L = Especimenes
Region/ Municipio/ Afhoy Mes es recolectados
Localidad/ Coordenada de Especie recolectado con CH TPH TI (%) TIE
recolecta sen malla
n (%)
n (%)
Bajo Cauca/ El Bagre 2018 An. darlingi 26 (6) 18 (1,2) 2,25 - -
La Capilla/ Octubre An. nuneztovari s.s 8(1,8) 2(0,1) 0,25 - -
N 5°7'49"0 77° 18' 35" An. triannulatus 19 (4,4) - - - -
An. darlingi 3(0,7) 68 (4,6) 8,5 - -
An. nuneztovari s.s 3(0,7) 29 (1,9) 3,625 - -
2020 Marzo -
An. triannulatus 1(0,2) 1(0,1) 0,125 - -
An. braziliensis 1(0,2) 9 (0,6) 1,125 - -
Bajo Cauca/ El Bagre 2019 An. darlingi 19 (4,4) 140 (9,4) 17,5 - -
Villa Grande/ Agosto An. nuneztovari s.s 28 (6,5) 82 (5,5) 10,25 - -
N 7°32'0"0 74° 42' 16" An. braziliensis 1(0,2) 3(0,2) 0,375 - -
2020 An. darlingi - 17 (1,1) 2,125 - -
. An. nuneztovari s.s 3(0,7) 16 (1,1) 2 - -
Noviembre -
An. triannulatus 1(0,2) 1(0,1) 0,125 - -
Pacifico/ Istmina 2018 An. nuneztovaris.s 55 (12,7) - - - -
San Antonio/ Octubre An. darlingi 11 (2,5) - - - -
2021 An. nuneztovari s.s 5(1,2) 48 (3,2) 6 - -
N 7°31'25"0 75° 16' 32" —
Febrero An. darlingi 3(0,7) 37 (2,5) 4,625 - -
Pacifico/ Buenaventura .
Cordoba/ 2019 Mayo An. nuneztovaris.s 126 (29,1) 620 (41,5) 71,5 - -
*
N3°5219'077°4 11" 20%9 An. nuneztovariss 120 (27.7) 403 (27) 50375 A% g
Noviembre P. vivax

* Infeccién natural detectada por PCR anidada y positiva para P. vivax.

CH: Cebo humano. TPH: Tasa de picadura al humano. TI: Tasa de infeccidn. TIE: Tasa de inoculacién entomoldgica.

Los parametros entomoldgicos TPH y TIE fueron calculados Unicamente para los mosquitos recolectados con CH.



Registro de humanos y animales presentes en las cuatro localidades de estudio

Al realizar el censo, el cual incluyé a mamiferos y aves presentes a una distancia hasta de 250 metros de
radio de la casa, se registraron 439 posibles hospederos vertebrados en los cuatro sitios de muestreo, de
los cuales el humano fue el mas abundante. En el censo no se registrd el nimero de aves con vuelo, dado
el sesgo por inexactitud en el conteo que pudiera generarse. En las cuatro localidades, La Capilla-BC,
Villa Grande-BC, San Antonio-PAC y Cordoba-PAC, se encontrd presencia de humanos, gallinas, perros
y gatos durante el dia y la noche, principalmente en zonas abiertas dentro de las viviendas. Solo en La
Capilla-BC se observo la presencia de vacas, cerdos, pavos y caballos; en las otras tres localidades no se
observo presencia de estos animales. El ganado estaba en corrales ubicados a 20 metros de la casa y los
perros habian sido desparasitados seis meses antes del censo. No hubo diferencias significativas entre los

afios de registro (Figura 2).
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Figura 2. Proporcion de humanos y animales vertebrados registrados en los sitios de recolecta. El
tamafio de las barras representa la abundancia de los animales y humanos que pueden ser posibles hospederos
para las hembras de Anopheles. En el eje X se presentan las localidades: La Capilla-BC, Villa Grande-BC,

San Antonio-PAC, Cérdoba-PAC y afios de recolecta. EI humano fue el vertebrado méas abundante.



Abundancia de hembras de Anopheles recolectadas en reposo

Del total de las hembras de Anopheles recolectadas con malla polisombra, el 57,8% de las hembras fueron
encontradas reposando en el lado interno de la malla, en paralelo a la casa; el 42,2% reposaban en el lado
externo de la malla, en paralelo al rio y carretera en las localidades del Bajo Cauca y al bosque en las
localidades del Pacifico Colombiano (Figura 3). En general, se observd mayor abundancia de hembras
reposando a menos de un metro de distancia de suelo, entre la casa y el bosque, al lado interno de la

malla.

2 metros

10 metros

Figura 3. Comportamiento en reposo de hembras de Anopheles. En circulos se representa
las hembras de Anopheles del lado interno y externo de la malla polisombra. Las flechas
indican la direccion de vuelo de las hembras Anopheles. Imagen de autoria propia, basada en

fotografias tomadas en campo.



Hospederos que son fuentes de alimentacion para las hembras de Anopheles

Se procesaron 426 intestinos de hembras Anopheles recolectadas con malla polisombra'y, se detect6 por
las PCRs CYB y COI el ADN de los hospederos que sirvieron como fuente de alimentacion de sangre.
Del total de muestras analizadas (426), 99 amplificaron una region de CYB para vertebrados mamiferos
(Figura 4) y en 68 de las mismas muestras se logré amplificar la region COI (Figura 5). EI 30% de los
amplicones COI fueron secuenciados por Sanger para confirmar la identidad del hospedero detectado

por métodos moleculares (Tabla 3).
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Figura 4. Hospederos mamiferos fuente de alimentacion para las hembras de Anopheles.
Electroforesis en gel de agarosa al 2% que muestra los productos de amplificacién por PCR-CYB.
TM: Marcador de tamafio molecular GeneRuler de 100 pb. H: Control positivo: ADN de humano.
B: Control positivo: ADN de vaca. P: Control positivo: ADN de cerdo. D: Control positivo: ADN de
perro. CN: Control negativo: ADN extraido de intestino de machos de Anopheles. Carril 1-8:
Muestras de Coérdoba y San Antonio-PAC. Carril 9-17: Muestras de La Capilla y Villa Grande-BC.

Los hospederos detectados incluyen a los vertebrados mamiferos: humano (38,4%), perro (25,3%),
cerdo (9,1%) y vaca (1%); el humano fue el mas frecuentemente detectado para las especies An.
nuneztovari y An. braziliensis de Villa Grande-BC, An. nuneztovari de Cordoba-PAC y An. darlingi de
San Antonio-PAC; la sangre de vaca solo fue detectada en An. triannulatus de La Capilla-BC, siendo
este hospedero el menos frecuente (Figura 6). Entre los vertebrados, para la clase Aves, se detectaron

hospederos principalmente del orden Galliformes (13,1%) en An. darlingi y An. nuneztovari y en menor



proporcion, Passeriformes (6,1%) Unicamente detectados en la especie An. nuneztovari. Ademas, se
detect6 una proporcion total de un 7% de alimentaciones mixtas por Galliformes/humano en An.
darlingi y An. nuneztovari de las localidades de PAC; y Galliformes/perro detectado en An. darlingi de

Villa Grande-BC y An. nuneztovari de Cérdoba-PAC (Figura 6).
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Figura 5. Hospederos mamiferos fuente de alimentacion para las hembras de Anopheles.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra los productos de amplificacion por PCR-COI. TM:
Marcador de tamafio molecular GeneRuler de 1 Kb. CP: Control positivo de ADN extraido de sangre
humana. CN: Control negativo: ADN extraido de intestino de machos de Anopheles. Carril 1-8:
Muestras de Cérdoba y San Antonio-PAC. Carril 9-17: Muestras de La Capilla y Villa Grande-BC.
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Figura 6. Red de interaccién cuantitativa de los hospederos de las hembras Anopheles. En circulos de colores se
muestras los hospederos que constituyen la fuente de alimentacion con sangre para las hembras Anopheles. El tamafio de
los circulos representa la abundancia de los hospederos identificados. Las lineas rectas representan la relacion entre las
especies de Anopheles y los hospederos como fuente de alimentacidn con sangre. El grosor de las lineas representa la
frecuencia de alimentacion con sangre de un hospedero. Gréafico realizado en programa Gephi versidn 9.02. Las imagenes

fueron tomadas del programa Biorender y Pinterest.

Tabla 3. Hospederos mamiferos identificados como fuentes de sangre para las hembras de Anopheles de

acuerdo con la amplificacion de CYB y secuenciacion de COl.

Especie de Region CYB  Regién COI Identidad de Ubicacién en malla
Anopheles (pb) (pb) secuencia COI polisombra

An. darlingi 334 664 Homo sapiens Bosque - Casa
An. darlingi 453 664 Sus scrofa Casa - Corral
An. darlingi 453 664 Sus scrofa Casa - Corral
An. darlingi 453 664 Sus scrofa Casa - Corral
An. nuneztovari 680 664 Canis lupus familiaris Casa - Bosque
An. nuneztovari 680 664 Canis lupus familiaris Casa - Bosque
An. nuneztovari 680 664 Canis lupus familiaris Casa - Bosque




An. nuneztovari 334 664 Homo sapiens Casa - Carretera
An. nuneztovari 334 664 Homo sapiens Casa - Bosque
An. nuneztovari 334 664 Homo sapiens Casa - Bosque
An. nuneztovari 334 664 Homo sapiens Casa - Bosque
An. nuneztovari 334 664 Homo sapiens Casa - Bosque
An. triannulatus 334 664 Homo sapiens Casa - Bosque
An. triannulatus 680 664 Canis lupus familiaris Casa - Bosque
An. triannulatus 453 664 Sus scrofa Casa - Corral
An. triannulatus 453 664 Sus scrofa Casa - Corral
An. triannulatus 453 664 Sus scrofa Casa - Corral
An. triannulatus 561 664 Bos taurus Corral - Casa

Homo sapiens: Humano. Canis lupus familiaris: Perro de la familia labrador. Sus scrofa: Cerdo. Bos taurus: Vaca.

indices que determinan la eleccion de un hospedero como fuente de alimentacion de sangre

El Indice de Sangre Humana-1SH varié dependiendo de las especies en las localidades. EI ISH mas
alto fue para los vectores principales, An. nuneztovari y An. darlingi; para An. nuneztovari el ISH fue de
40% en La Capilla-BC, 57,1% en Villa Grande-BC, y 49,2% en Cdrdoba-PAC. El ISH para An. darlingi
fue de 20% en La Capilla-BC y 50% en San Antonio-PAC. Anopheles braziliensis de Villa Grande-BC,
se detect6 alimentado solo de humanos, por lo cual se evidencia un ISH del 100%. Finalmente, para la

especie An. triannulatus se observé un ISH de 16,7%, siendo este el ISH mas bajo (Tabla 4).

Tabla 4. indice de sangre humana e indice de forraje para las especies de Anopheles recolectadas en

cuatro localidades del Bajo Cauca y Pacifico colombiano.

Region | | sealidad Especie de ISH (%) Indice de Forraje (IF)
Anopheles Humano | Perro | Cerdo | Vaca | Gall Pass
An. darlingi 20 0,6 2,3 8,6 0 0,6 -
] An. nuneztovari 40 11 6,9 0 0 0 -
La Capilla -
An. triannulatus 16,7 0,5 1,9 8,6 0,5 0 -
BC An. braziliensis 0 0 0 17,3 0 0 -
An. darlingi 0 0 4,9 - - 2 -
Villa Grande | An. nuneztovari 57,1 0,9 2,8 - - 0 -
An. braziliensis 100 1,6 0 - - 0 -




| An. nuneztovari 0 0 0,5 - - 6,3 -

San Antonio —
PAC An. darlingi 50 0,9 0 - - 55 -
Cérdoba An. nuneztovari 49,2 0,6 5,8 - - 1,3 -

BC: Bajo Cauca. PAC: Pacifico colombiano. ISH: indice de sangre humana. IF: indice de forraje. Gall:

Galliformes. Pass: Passeriformes.

El Indice de Forraje-1F muestra la preferencia que tienen las hembras de Anopheles para alimentarse
con sangre de un hospedero u otro. En La Capilla-BC, los IFs para las especies An. darlingi (IF= 8,6),
An. triannulatus (IF= 8,6) y An. braziliensis (IF= 17,3) indicaron preferencia de alimentacién
principalmente con sangre de cerdos; mientras que An. nuneztovari se aliment6 principalmente con
sangre de perros (IF= 6,9). En Villa Grande-BC, An. darlingi y An. nuneztovari mostraron preferencia
para alimentarse con sangre de perros, An. darlingi tuvo preferencia por sangre de Galliformes (IF=2) y
An. braziliensis prefirié al humano como su principal hospedero (IF= 1,6). En San Antonio-PAC, los
vectores principales An. darlingi y An. nuneztovari prefirieron la sangre de los vertebrados del orden

Galliformes con un IF=5,5y IF= 6,3, respectivamente (Tabla 4).

Comportamiento de picadura de las especies Anopheles

Actividad y hora de picadura. Las especies recolectadas mostraron una actividad de picadura
principalmente en el intradomicilio descubierto (espacios de cocina, sala y habitaciones de la casa que
estaban descubiertos) y en menor proporcion en el peridomicilio. En BC, An. nuneztovari s.s tuvo su
mayor actividad de picadura en el intradomicilio descubierto, a las 22:00 horas en La Capilla y 21:00
horas en Villa Grande, mientras que en Cordoba-PAC su maximo pico de picadura se presentd a las
20:00 horas. ElI méximo pico de picadura en el intradomicilio descubierto para An. darlingi fue a las
20:00 horas en La Capilla-BC y 21:00 horas en Villa Grande-BC. En contraste, An. nuneztovari s.s y An.

darlingi en San Antonio-PAC tuvieron actividad de picadura principalmente en el peridomicilio, con un



pico méaximo de picadura a las 22:00 horas para An. nuneztovari s.s y las 20:00 horas para An. darlingi

(Figura 7).
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Figura 7. Actividad y hora de picadura de especimenes An. nuneztovari y An. darlingi recolectados en las localidades:
La Capillay Villa Grande en BC, y San Antonio y Cdrdoba en PAC. En el X se representan la actividad de picadura de las
especies por hora. En el eje Y se representa la abundancia de las especies Anopheles. En color azul se representa la actividad
en el intradomicilio descubierto y en gris la actividad en el peridomicilio de las casas.

Con relacion a las especies recolectadas Unicamente en La Capilla-BC y Villa Grande-BC, An.
braziliensis tuvo mayor actividad en el intradomicilio descubierto, con un pico maximo de picadura a las
21:00 horas. En BC solo se recolectaron dos especimenes de An. triannulatus, uno en La Capilla, en el

peridomicilio y otro en Villa Grande, en el intradomicilio descubierto con actividad de picadura entre las

18:00 y 20:00 horas.

Tasa de Picadura al Humano-TPH. La TPH vario dependiendo de la especie y localidad. Para los
vectores principales, la TPH mas alta fue para An. nuneztovari s.s en Cordoba-PAC con 77,5 picaduras

por persona por noche (p/p/n) y para An. darlingi en Villa Grande-BC con 17,5 p/p/n. Las TPH para las



especies An. triannulatus y An. braziliensis fueron inferiores a 1,1 p/p/n en La Capilla-BC y Villa

Grande-BC (Tabla 2).
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Figura 8. Infeccién natural por Plasmodium spp. en An. nuneztovari. Electroforesis en

gel de agarosa al 2% muestra los productos de amplificacion por PCR-anidada. TM:
Marcador de tamafio molecular de 100 pb. CP: Control positivo, ADN de P. vivax extraido
de sangre humana. CN: Control negativo, agua MQ estéril. Carril 1-15: Especimenes An.
nuneztovari s.s de la localidad de Cérdoba-PAC. Carril 11: Espécimen An. nuneztovari s.s

positivo para Plasmodium sp.

Infeccién natural por Plasmodium en especies de Anopheles

Se analizaron 1927 especimenes por PCR anidada y PCR-COXIII para determinar infeccion por
Plasmodium sp. Dos mosquitos An. nuneztovari s.s estaban infectados por Plasmodium en la localidad
de Cordoba-PAC, de los cuales solo uno pudo ser confirmado por PCR anidada especifica de la especie
P. vivax (Figura 8). La tasa de infeccion estimada para el periodo fue de 0,496% (Tabla 2). No se detecto
infeccion natural por Plasmodium spp. en especimenes de ninguna de las especies recolectadas en las
localidades de BC. Ademas, la Tasa de Inoculacion Entomoldgica-TIE se registrd para la localidad de

Cordoba-PAC con 25 picaduras infectivas por afio, por el vector An. nuneztovari.



DISCUSION DE RESULTADOS

Este estudio evidencia los hospederos de los cuales las hembras de Anopheles se alimentan con sangre y
los indicadores entomoldgicos relacionados con la transmision de Plasmodium en zonas endémicas del
Bajo Cauca y Pacifico colombiano. En Latinoamérica, varios estudios han reportado los hospederos por
los cuales algunas especies de Anopheles tienen preferencia para alimentarse de sangre (61,81,106); sin
embargo, este es el primer trabajo que muestra las fuentes de sangre para las especies de Anopheles

recolectadas en areas endémicas de Colombia.

Entre las especies encontradas, An. darlingi fue la mas abundante en las localidades de BC, mientras que
An. nuneztovari s.s fue la méas abundante en PAC. Ambas especies han sido encontradas ampliamente
distribuidas en las regiones endémicas del pais, con diferencias en abundancia entre localidades
(20,22,23). Su presencia y abundancia ha sido asociada a areas de cultivos a pequefia escala, ganaderia,
piscicultura y mineria a cielo abierto (12,20,24), actividades socioecondmicas caracteristicas de las
localidades de estudio, las cuales generan hébitats larvales que favorecen a las poblaciones de vectores
(12). Sin embargo, es comudn que An. darlingi use zonas inundadas en los margenes del bosque como
habitats larvarios (20); mientras que An. nuneztovari s.s puede estar asociado a criaderos artificiales y
temporales con vegetacién, como zonas de pastos inundadas que, favorecidos por las actividades
antrépicas y los periodos de transicion, de seco a lluvioso, favorecen la presencia de estados inmaduros
(40). Ademas, la presencia de las especies An. triannulatus y An. braziliensis en BC, concuerdan con los
reportes previos de la regién y su presencia ha sido asociada a estanques piscicolas (20) y a los animales

de corral (44,47).



Las fuentes de alimentacion preferidas para las especies de este estudio, An. darlingi, An. nuneztovari
s.s, An. triannulatus y An. braziliensis, corresponden a animales vertebrados diferentes al humano. Los
indices de sangre humana detectados confirmaron el comportamiento antropofilico de los vectores
principales; sin embargo, al analizar los indices de forraje, los cuales dan cuenta de la preferencia de
eleccién de los hospederos para cada especie de Anopheles, se observaron preferencias especificas por
hospederos diferentes al humano. Teniendo en cuenta el registro previo de humanos y animales en la
localidad, se observd preferencia de An. darlingi por los por cerdos, perros y Galliformes, lo cual habia
sido previamente reportado por otros trabajos, pero en lugares diferentes a las regiones endémicas de
Colombia; por ejemplo, en Pert, donde se documento preferencia para alimentarse en mayor proporcion
con sangre de aves Galliformes en vez del humano (61). Esta eleccidn o preferencia puede ser explicada
por un factor genético del vector, que le permite orientarse por color, temperatura y CO», (107,108).
Ademas, factores externos como la disponibilidad y abundancia de los hospederos influyen en la
seleccion de fuentes de sangre para los Anopheles, como se evidencié en An. nuneztovari, An. albitarsis,
An. triannulatus y An. oswaldoi de Venezuela (105) y An. darlingi de Pert (61). También, las
preferencias de hospederos pueden variar segun la localidad y el habitat de las especies de Anopheles
(80,106), ya que las areas urbanas o rurales pueden facilitar la aparicion de posibles hospederos para las
especies. Los hospederos de las especies An. nuneztovari y An. triannulatus de Venezuela fueron
evaluados, usando el método de ELISA (105); se encontrd sangre de perros, vacas y humanos. Estos
hospederos también fueron detectados en el presente estudio, donde se observo preferencia de An.

nuneztovari s.s por los perros y adicionalmente, a An. triannulatus alimentandose de sangre de vacas.

Adicionalmente, se observd que las hembras recolectadas por el método de malla polisombra se
encontraron principalmente reposando en el lado interno de la malla, que indica una direccién de vuelo

desde la casa a reposar en el exterior. Este comportamiento, supone una orientacion de vuelo de las



hembras que se han alimentado con sangre de hospederos que se encuentran en o cercanos a la casa y
salen a reposar en el exterior para la postura de huevos (64).

La tasa de picadura al humano varid entre especies y localidad, siendo mayor para los vectores An.
nuneztovari s.s en Cordoba-PAC y An. darlingi en Villa Grande-BC. Esto sugiere que una persona tiene
mayor riesgo de picadura por la especie An. nuneztovari s.s en las localidades del Pacifico, que en las
localidades del Bajo Cauca. Mientras que, en las localidades de BC el principal riesgo de picadura es por
An. darlingi. Estos resultados concuerdan con reportes previos que indican un comportamiento
principalmente antropofilico para ambas especies, en las regiones de estudio (31,32,42). La tasa de
picadura al humano anteriormente reportada para An. nuneztovari s.s en PAC oscil6 entre 0,2-8,6 p/p/n
(12,32,40); sin embargo, en este estudio, para esta especie, se encontré una TPH de 77,5 p/p/n en
Cordoba-PAC, ubicandola como la TPH mas alta para la region. En este estudio, el mayor riesgo de
picadura para el humano encontrado puede deberse a las actividades econdmicas realizadas que exponen
al humano a la picadura o a la ineficacia de las medidas de control, ya que los toldillos impregnados con
insecticidas que estaban en las casas mostraban deterioro (Observacion en campo). Ademas, la tendencia
a un comportamiento de picadura en el intradomicilio descubierto es probablemente influenciado por las
actividades de las personas en las horas de la noche, que por las condiciones y/o caracteristicas de la
vivienda, espacios internos de la casa al descubierto, facilitan el paso de los mosquitos hembra que los
pican en su busqueda por fuentes de sangre para la ovoposicién (40). El anterior comportamiento,
también fue observado en las recolectas realizadas en malla polisombra; las hembras fueron recolectadas
reposando principalmente al lado interno de la malla, entre la casa y la carretera y la casa y el bosque,
principalmente; lo anterior sugiere un comportamiento de picadura y alimentacién de sangre en la casa

y direccion de los mosquitos que luego de picar salen a reposar en exteriores.



La infectividad natural de An. nuneztovari s.s por P. vivax en Cordoba-PAC evidencia el papel que tiene
como vector en la localidad. Este hallazgo e informacion sobre su comportamiento son datos importantes
para enfocar las medidas de control vectorial a esta especie, con el fin de reducir el riesgo de trasmision
de Plasmodium. Ademas, la deteccion de infeccion en torax sugiere la presencia de las formas parasitarias
de esporozoitos, las cuales son infectivas para los humanos. La especie An. nuneztovari s.s ha sido
reportada infectada ampliamente en el pais. En localidades pertenecientes a los departamentos de
Cordoba (31,40) y Antioquia, en el noroccidente de Colombia (32,40) fue reportada infectada con P.
vivax. Adicionalmente en Buenaventura-PAC, se reportd infeccion natural en An. nuneztovari por P.
vivax variantes VK210 y VK247 (32) y posteriormente, por Plasmodium spp. en la localidad de Cérdoba-
PAC (44). Por tanto, nuestro hallazgo sugiere que An. nuneztovari s.s continda teniendo un papel

importante en la transmision de este parésito en dicha localidad.

Finalmente, este estudio proporciona evidencia del riesgo que existe para los humanos que habitan la
localidad de Cordoba en el Pacifico, de ser infectados con Plasmodium al recibir una picadura por
mosquitos pertenecientes a la especie An. nuneztovari. Lo anterior, sustentado en la alta abundancia del
vector, el comportamiento antropofilico, su alto indice de sangre humana, la tasa de infeccién para el
periodo (0,496%) y la tasa de inoculacion entomoldgica estimada para la localidad de Cérdoba-PAC, la
cual fue de 25 picaduras infectivas por afio. Para las localidades La Capilla-BC, Villa Grande-BC y San
Antonio-PAC, no fue posible detectar la infeccion natural por Plasmodium. Este resultado no sorprende,
dadas las tasas de infeccion que son normalmente detectadas para los vectores principales, en estudios
de este tipo realizados en Colombia, las cuales varian entre 0,06 y 1,5 (23,32,47), incluso analizando un
mayor numero de mosquitos como se realizd en el trabajo de Gutiérrez et al. (2008), en que se
recolectaron 12.189 mosquitos (23). Por ello, se recomienda realizar estudios que colecten mosquitos por

tiempos mas prolongados y frecuentes; ademas de evaluar otras localidades endémicas con el fin de



lograr un mayor cubrimiento y conocimiento de la infectividad natural por Plasmodium en los vectores
responsables de la transmision en estas &reas endémicas. Aungue no se detect6 infeccion natural en todas
las especies de las localidades evaluadas, la transmision de Plasmodium se evidencia en el nimero de
casos de malaria que anualmente se reportan al Sistema de Vigilancia en Salud Publica (3), la
confirmacion de la presencia y abundancia del vector, la actividad antropofilica y los estudios previos
han descrito la competencia vectorial que tienen algunas especies para transmitir Plasmodium, como es

el caso de An. darlingi (31,42).

CONCLUSIONES

1. Laabundancia de An. darlingi en el Bajo Cauca y An. nuneztovari s.s en el Pacifico colombiano, y
la alta tasa de picadura, principalmente en el intradomicilio descubierto, sugiere un alto riesgo de
picadura para las personas que realizan actividades en estas areas de la casa durante la noche.

2. La deteccion de infeccion natural por Plasmodium sp. en An. nuneztovari de Coérdoba-PAC
evidencia el papel que tiene esta especie como un importante vector en esta localidad. Este resultado
constituye informacion atil para dirigir medidas de control efectivas, de acuerdo con la bionomia de
esta especie.

3. La tasa de inoculacion entomoldgica de 25 picaduras infectivas por afio, en Cordoba-PAC, es un
indicativo del riesgo de transmisidn de malaria que existe para la localidad; lo cual estaria favorecido
por la alta abundancia de An. nuneztovari s.s en el intradomicilio descubierto, su comportamiento
antropofilico y su competencia para transmitir Plasmodium.

4. La fuente de alimentacion mas frecuentemente detectada para las especies An. nuneztovari s.s y An.
darlingi fue la sangre de humanos; lo que evidencia su comportamiento antropofilico e indica un

alto riesgo de picadura y de transmision para los habitantes de estas zonas. Sin embargo, la



preferencia de An. nuneztovari s.s para alimentarse de sangre de perros y An. darlingi de sangre de
cerdos, perros y Galliformes, antes que el humano, inferida de los indices de forraje mayor a 1,
sugiere que la abundancia y disponibilidad del hospedero influyen en la eleccidn de una fuente para
la alimentacion con sangre.

5. Estos resultados sobre los indicadores entomoldgicos y el comportamiento de alimentacion de las
hembras de Anopheles permiten conocer cudles son las especies que estan participando en la
transmision de malaria y tener una mayor comprension de cuél es la dinamica de la enfermedad en
las localidades endémicas evaluadas. Ademas, este trabajo aporta a la vigilancia entomolégica,
brindando informacién valiosa que puede usarse para orientar intervenciones de control efectivas,

dirigidas a minimizar el contacto humano-vector de acuerdo a la bionomia de las especies.

LIMITACIONES

En la realizacion de este trabajo se encontraron dificultades por motivos de la Pandemia Covid-19, orden
publico y condiciones climaticas en las localidades de estudio, que impidieron recolectar un mayor
nimero de especimenes. Se recomienda que en investigaciones futuras se realicen muestreos en otras
localidades endémicas de las regiones del estudio para ampliar el panorama sobre los hospederos de

Anopheles y la infectividad natural por Plasmodium.

PERSPECTIVAS

A partir de los estudios y resultados presentados en esta tesis de maestria, las perspectivas de trabajos

futuros se enfocan en las siguientes direcciones:

1. Investigaciones futuras que continlen la vigilancia de vectores no solo en las localidades evaluadas

en el presente estudio sino en otras localidades endémicas para malaria en Colombia.



2. Reportes nacionales sobre los hospederos que constituyen la fuente de alimentacion de las hembras
de Anopheles en areas endémicas de malaria en Colombia.

3. Determinacion de la infeccidn por parasitos Plasmodium en los hospederos vertebrados, identificados
como la fuente de alimentacién para las especies de Anopheles, y su influencia en la propagacion de
la enfermedad.

4. Realizacion de investigaciones en campo que evallen la aplicacién de una estrategia basada en
zooprofilaxis y el efecto después del uso, para determinar si esta medida alterna de prevencion y
control de la malaria puede ser recomendada.

5. Educacion a la comunidad sobre la importancia de su participacién activa para lograr la efectividad
y sostenibilidad en el tiempo, de las medidas de control de malaria cominmente utilizadas y otras

medidas propuestas como el uso de zooprofilaxis.
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ANEXOS

Anexo A. Protocolo de amplificacion por PCR para la region MT-CYB de hospederos vertebrados
mamiferos.
Propdsito: identificar los hospederos vertebrados mamiferos de los cuales las hembras de Anopheles

se alimentaron, mediante la amplificacion de una region del marcador mutocondrial CYEB, su
confirmacidn por electroforesis y posterior secuenciacion.

Reactivos PCR  Concentracion ul Temperatura Tiempo
iag Buffer 103 25 Q3= 3 min
Primers . -
UNREV 1025 03 fig 1 oo ciclos
Pig 573F 03 ) i
Human 741F 10 mM 03 72°C | Tmin
Dog 368F 03
Cow 12IF 03
Goat 894F 0.3 Electroforesis
TagFol 3 UfaL 0.13 Marcador | GeneRuler 100 pb
Piss " — Tincién | Bromuro de etidio
1‘.5::1: 15 Condicioner | 60 Voltios, 30 min

Secuencia 3°-3° Tamaiio con

Cebador UNREV1025 (pb)
Pigs7iF CCTCGCAGCCGTACATCTC 453
Cowl2IF CATCGGCACAAATTTAGTCG 361
Human741F GGCTTACTTICTCTTCATTCTCTCCT 334
Goat894F CCTAATCTTAGTACTTGTACCCTTCCTC 132
Dog368F GGAATTGTACTATTATTCGCAACCAT 680
UNREV1025 GGTTGTCCTCCAATTCATGTTA _
Referencias:

1. Eent B J. & Noms, D. E. (2003). Identification of mammalian blood meals in mosquitces by a
multiplexed polymeraze chain reaction targeting cytochrome B. American Journal of Tropical Medicine
and Hygiene, 73(2), 336-342. hitps:'dot.org/10.4269/2jtmh. 2005.73.336



Anexo B. Protocolo de amplificacion por PCR para la region MT-CYB de hospederos vertebrados aves.

Propodsito: identificar loz hospederos aviares de los cuales laz hembras de Amopheler ze alimentaron,
mediante la amplificacion de una region del marcador mitocondrial citocromo B-CFE, su confirmacion por
electroforesiz v posterior secuenciacion. Esta PCR permite diferenciar entre Galliformes, Pazzeriformes v

Columbiformes.

Reactives PCR Concentracison ul Temperatura Tiempo
Tag Buffer 10X 235 95°C 5 min
Primers .
65°C 30 49 ciclos
Galliform F 0,3 e |1 =8 ci
Galliform R 0.3 - min
Passeriform 10 mM 0.3 12°C | 4min
Passeriform R 0.3
Columbiform F 0.3
Columbiform R 0.3 Electroforesis
MgCi2 25 mhd 3 Agarosa | 2%
TagPol 3 UhiL Sl Marcador | GeneRuler 100 pb
Pise - 1’; : Tincién | Bromuro de etidio
T m';ﬂ ) 25 Condicionss | 00 Voltios, 30 min
Cebador Secuencia 5°-3° Tamaiio (ph)
Galliformes F ATTTCGGCTCCCTATTAGCAG 210 ob
Galliformes R GTCCGATGTGAAGGAAGATACAGATGAAGAAGAA P
FPasseriformes F RGCMCTRGCHGCCTCMRTCCTAG 165 ob
Passeriformes R AAYGGGTGTTCRACTGGTTGGCT P
Columbifbrmes F CTMACMGGMYTACTACTMGCCG 333 ob
Columbiformes R GGTTTGGCCAATGTAGGGGAC P
Eeferencias:

1. Ngo, K A, & Kramer, L. D (2003). Identification of Mosquito Bloodmeals Using Polymerase Chain
Eeaction (PCE) with Order-Specific Primers. Jourmnal of Medical Entomology, 40(2), 215-222.
hitps:/dolore/10.1603/0022-2585-40.2.215



Anexo C. Protocolo de amplificacién por PCR para la region COI de hospederos vertebrados mamiferos.

Proposito: identificar los hospederos vertebrados mamiferos de los cuales las hembras de dnopheles se
alimentaron, mediante la amplificacion de una region del marcador mitocondrial Citocromo ¢ oxidasa I-CO1
su confirmacion por electroforesis v posterior secuenciacidn.

PCRReacm’os Concentracion — ul Temperatura Tienpo

Tag Buffer 10X 75 94°C 4 min

ANTP mi 5 mhd 1 9°C 10 seg

Prmwgu 48,5°C L min ci:II]us

Mod RepCOI F 1 0.625 72°C | 1min

Mod RepCOI R e 0.625 72°C | 7mm

_-’Higcf‘?g 25 mM 25 Electroforesis

TagPo 5 UL 0.13 Agarosa | 1%

Agua - 15,62 Marcador | GeneRuler 1kb

ADN i} 2 Tincidn | Bromuro de etidio

Total 25 Condiciones | 90 Voltios, 40 min
Cebadores Secuencia 5°-3° Tamario (pb)

Mod RepCOI F TNTTYTCMACYAACCACAAAGA

Mod _RepCOI R TTCDGGRTGNCCRAARAATCA 664 pb

Referencias:

1. Reeves, L E. Gillett-Eaufinan J. L Kawahara A Y. & Kaufiman P E.(2018). Barcoding blood meals:
New vertebrate-specific primer sets for assigning taxonomic identities to host DNA from mosquito blood
meals. PLoS neglected tropical diseases, 12(8), 0006767, https://doi.org/10.1371/journal pntd. 0006767




Anexo D. Numero de humanos y animales presentes en los sitios de recolecta de acuerdo al censo

realizado en cada una de las visitas a las localidades.

BAJO CAUCA PACIFICO COLOMBIANO

El Bagre Istmina Buenaventura
La Capilla | VillaGrande | San Antonio Cordoba

2018 | 2020 | 2019 | 2020 | 2018 | 2021 | 2018 | 2018 | Total

Humano 22 28 29 31 25 23 50 45 253
Gallina 9 6 11 13 3 4 7 9 62
Perro 6 6 6 4 3 3 12 11 51
Vaca 20 22 0 0 0 0 0 0 42
Gato 1 1 2 2 1 1 3 4 15
Cerdo 5 3 0 0 0 0 0 0 8
Pavo 3 3 0 0 0 0 0 0 6
Caballo 1 1 0 0 0 0 0 0 2
Total 67 70 48 50 32 31 72 69 439




