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RESUMEN

Introduccioén: La disribucion de las especies de Plasmodium han variado en
las comunidades del Amazonas Colombiano, siendo P. vivax y P. malariae las
de mayor frecuencia. Esto se debe a factores ambientales (como el cambio
climatico) y sociales (desplazamiento de la poblacidon) los cuales han
impactado en la ecologia y comportamiento de los vectores, ocasionando
cambios en la dispersion parasitaria y la aparicidon de brotes en areas donde
se consideraba controlada.

Objetivos: Identificar las especies de anophelinos a nivel taxonémico y
molecular en dos comunidades del Amazonas Colombiano, Tipisca (Tp1/Tp2)
y Doce de Octubre (DO) y determinar la frecuencia de infeccion de P. vivax, P.
malariae y P. falciparum.

Metodologia: El estudio se realizd en junio de 2016 en dos comunidades
indigenas ubicadas en un afluente del rio Amazonas, fueron capturados
mosquitos de 6 pm a 11 pm en tres ecotopos (intradomicilio, peridomicilio y
extradomicilio), por el método de cebo humano protegido. Fue realizada la
identificacion taxondmica morfoldgica y luego fue confirmada con Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) de un fragmento del gen Mitocondrial
Citocromo C Oxidasa Subunidad | (COl). La identificacion de las tres especies
de Plasmodium se realizé una PCR en 224 pooles analizados.

Resultados: Se colectaron 1086 individuos; el 99,2% (n=1057) correspondio
a Anopheles darlingi, el 0,4% An. mattogrossensis (n=4)y el 0,4% Culex spp
(n=4). Los resultados mostraron que Tp1 tuvo la mayor abundancia de
mosquitos (media=26,3), seguido por Tp2 (media=23,2) y DO (media=6,4), un
analisis de varianzas revelo diferencias significativas entre el Tp1 y DO
(p=0,001) y Tp2 y DO (p=0,001). A nivel de ecotopo la tasa de picadura mas
alta ocurrio en el peridomicilio (media=31,0), seguido del extradomicilio
(media=26,6) y el intradomicilio (media=1,1), diferencias significativas se
hallaron en el peridomicilio (p=0,004) y extradomicilio (P=0,004). De los 224
pooles analizados en el 40,6% se detectdé Plasmodium; siendo P. vivax la mas
prevalente (21,9%), seguida de P. malariae (21,0%) y P. falciparum (10,3%).
En cuanto a las infecciones mixtas, 24 (26,4%) de ellos presentaron infeccidn
por mas de una especie parasitaria, siendo P. vivax y P. malariae (n=15;
16,5%) la de mayor aparicion. Para An. mattogrossensis se encontré solo P.
vivax en el 50% de los especimenes, siendo el primer registro de infeccion
para esta especie en Colombia.

Discusidn: An. darlingi fue la especie dominante en la zona en una época de
alta transmision. Los resultados siguieren una actividad antropofilica y
exofagica, lo que indica un cambio comportamental de su alimentacion en las
zona de estudio; su alta abundancia y susceptibilidad a la infeccion por
Plasmodium indican su relacion en la transmision parasitaria como un vector
primario. Se encontraron altas frecuencias de las especies parasitarias,
demostrando la utilidad del uso de técnicas moleculares en la identificacion del
parasito. Los resultados de esta investigacion buscan aportar informacion que



a futuro contribuya al mejoramiento y la innovacion de estrategias dirigidas al
control de los vectores, como un paso esencial en el disefio de estrategias de
prevencion y control de la malaria.



ABSTRACT

Introduction: The distribution of Plasmodium species has varied in the
communities of the Colombian Amazon, with P. vivax and P. malariae being
the most frequent. This is due to environmental factors (such as climate
change) and social factors (such as population displacement) which have
impacted on the ecology and behavior of these vectors, causing changes in
parasitic dispersion and the appearance of outbreaks in areas where it was
considered controlled.

Objectives: To identify the species of anophelin at a taxonomic and molecular
level in two communities of the Colombian Amazon, Tipisca (Tp1 / Tp2) and
Doce de Octubre (DO) and to determine the frequency of infection of P. vivax,
P. malariae and P. falciparum.

Methodology: The study was conducted in two indigenous communities
located on a tributary of the Amazon River, where mosquitoes were captured
from 6 pm to 11 pm in three ecotopes (intradomiciliary, peridomiciliary and
extradomiciliary), by the method of human bait protected in June 2016. The
morphological taxonomic identification was performed and then confirmed with
a Polymerase Chain Reaction (PCR) of a fragment of the Mitochondrial
Cytochrome C Oxidase Subunit | (IOC) gene. The identification of the three
Plasmodium species was performed by a PCR in 224 pools analyzed.

Results: 1086 individuals were collected; 99.2% (n = 1057) corresponded to
Anopheles darlingi, 0.4% An. mattogrossensis (n = 4) and 0.4% Culex spp (n
= 4). The results showed that Tp1 had the highest abundance of mosquitoes
(mean = 26.3), followed by Tp2 (mean = 23.2) and OD (mean = 6.4), an
analysis of variances revealed significant differences between Tp1 and OD (p
= 0.001) and Tp2 and OD (p = 0.001). At the ecotope level, the highest bite
rate occurred in the peridomiciliary (mean = 31.0), followed by the
extradomiciliary (mean = 26.6) and the intradomiciliary (mean = 1.1), significant
differences were found in the peridomiciliary (p = 0.004) and extradomiciliary
(P =0.004). Of the 224 pools analyzed in 40.6%, Plasmodium was detected,;
P. vivax being the most prevalent (21.9%), followed by P. malariae (21.0%) and
P. falciparum (10.3%). As for mixed infections, 24 (26.4%) of them presented
infection by more than one parasitic species, with P. vivax and P. malariae (n
= 15; 16.5%) being the most common. For An. mattogrossensis, only P. vivax
was found in 50% of the specimens, being the first infection record for this
species in Colombia.

Discussion: An. darlingi was the dominant species in the area at the time of
high transmission. The results follow an anthropophilic and exophageal activity,



which indicates a behavioral change of their diet in the study area; Its high
abundance and susceptibility to Plasmodium infection indicate its relationship
in parasitic transmission as a primary vector. High frequencies of the parasitic
species were found, demonstrating the usefulness of the use of molecular
techniques in the identification of the parasite. The results of this research seek
to provide information that supports the improvement and innovation of
strategies aimed at vector control, as an essential step in the design of malaria
prevention and control strategies.



1. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.1. PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

La malaria es una enfermedad transmitida por vectores, de mayor distribucion
en paises tropicales y subtropicales y potencialmente mortal. Su transmision
se presenta en las areas tropicales de Africa, Asia y América Latina, donde
afecta principalmente a la poblacion en condiciones de vulnerabilidad como el
bajo nivel econdmico, falta de acceso a servicios de salud, entre otros (1,2).

Para el 2018, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 219 millones
de casos en todo el mundo, presentando un aumento de 2 millones de casos
comparado con reportes de afos anteriores, el 90% de los casos fueron
notificados en la regién de Africa, seguido del Sur-Este de Asia con el 7% vy la
region mediterranea con el 2% de los casos (2).

Para Sumeramérica, se presentd un descenso sostenido de los casos de
malaria desde el afio 2005 hasta el 2014, sin embargo, después del 2015 los
paises de La Republica Bolivariana de Venezuela, Colombia, Ecuador, El
Salvador, Guyana, Haiti, Honduras y Nicaragua notificaron un aumento de
casos (3).

Para Colombia en el afio de 2018, se reportaron al Instituto Nacional de Salud
56.754 casos, de los cuales 881 corresponden a malaria complicada; los
departamentos de mayor indice Parasitario Anual (IPA) fueron Guainia (IPA:
72,3), Chocé (IPA: 30,9), Narifio (IPA: 27,8), y Amazonas (IPA: 25) (4).

En el control de la malaria, los programas se basan prioritariamente en el
diagndstico y tratamiento de pacientes con infecciones por Plasmodium spp.
(5-7). No obstante, las estrategias dirigidas a la prevencion contribuyen
significativamente en la reduccion del riesgo de infeccion, estas se han
realizado principalmente a través de la implementacion del control vectorial, la
proteccion personal contra la picada del mosquito, los toldillos impregnados de
larga duracion (TILD) y tratamiento preventivo intermitente (8).

Las estrategias mas efectiva es el control vectorial que se basan en la
aplicacidon de insecticidas principalmente en criaderos y en la disminucién de
las densidades de los mosquitos adultos mediante aspersidon y roseamiento de
viviendas con insecticidas (5,6). Para la aplicacion de estas estrategias es
necesario conocer las caracteristicas bioldgicas y ecologicas de los mosquitos
involucrados en la transmision; estas caracteristicas varian de acuerdo con las
condiciones ambientales de cada zona, asi como el comportamiento de picada
depende de los habitos de la poblacion local (9).
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Anophes darlingi, es considerado como una de las especies de mayor
abundancia en nuestro pais, y uno de los mas eficientes anofelinos en la
transmision de Plasmodium spp (9—11). En la amazonia colombiana se han
llevado a cabo algunos estudios, uno de los cuales se realiz6 en ftres
localidades del trapecio amazonico, Leticia, Puerto Narifio y Tarapaca, donde
se tomaron especimenes con la tecnica de cebo humano protegido a nivel de
tres ecotopos (intradomicilio, peridomicilio, extradomicilio), los resultados
mostraron que al menos 7 especies de anopheles circulaban en las zonas
muestreadas, siendo An. darlingi y An. nuneztovari las de mayor frecuencia,
siendo An. darlingi la especie de mayor abundancia de (9).

Otro estudio llevado a cabo en otra localidad de Puerto Arica, reportd tres
especies adultas de anopheles en los alrededores de las viviendas, en este
estudio ademas no se encontré An. darlingi (12). No obstante, a pesar que se
ha avanzado en el conocimiento de las especies circulantes en algunas
comunidades de Amazonas, aun falta una mayor informacion para otras
localidades donde se presentan importantes brotes de la enfermedad;
adicionalmente se cuenta con escasa informacién de la presencia de
Plasmodium spp. en las especies de mosquitos circulantes en el
departamento.

Por otra parte, los casos de malaria en el Departamento de Amazonas han
aumentado desde 2010 de una manera exponencial, en el afno 2015 el
municipio de Leticia y Puerto Narifio fueron los mas afectados con mas de
1,300 casos, reportados para cada municipio (13). Parte de este incremento
se debe a las caracteristicas particulares de la regién del Amazonas, entre
ellas las condiciones ambientales (como el nivel del agua, la precipitacion,
temperatura y la humedad relativa), factores sociales (como la densidad
poblacional, el nivel de intervencion ambiental, el tipo de actividades
econdmicas de la comunidad, entre otras) y la elevada movilidad que
presentan las personas entre las fronteras, contribuyen en la dispersion y
transmision de la malaria a que se disperse durante todo el afio (14-16).

En los ultimos afios se ha reportado que factores como el cambio climatico, ha
conducido a un cambio en el funcionamiento de los ecosistemas y las especies
que los integran, disminuyendo los tiempos del ciclo biolégico de vectores y
parasitos, y aumentando los casos de malaria hasta en un 6% (17,18), asi
como aumenta el rango de distribucién de los vectores a zonas templadas y
montanosas (19), colonizando asi nuevos nichos ecoldgicos y provocando
cambios en la frecuencia y distribucion de los mosquitos y por lo tanto los
parasitos. Este cambio climatico se debe al efecto causado por actividades
humanas como la deforestacion, la pesca y la agricultura a gran escala, asi
como la quema de combustibles fésiles como el carbdn, el petroleo y el gas,
provocan incremento en la atmosfera de gases que causan efecto de
invernadero (17).
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Teniendo en cuenta el cambio en los ecosistemas y por ende su impacto en la
distribucion de los vectores y parasitos, resulta necesario generar estrategias
de control para mitigar el impacto de la malaria, y el cambio de comportamiento
de los mosquitos (por ejemplo la hora y lugar de picadura) (19,20). Estas
herramientas de control deben ser basadas en la aceptacion social y cultural
de las poblacion afectada, presentar un minimo impacto ambiental, ser costo
efectivas y sostenibles (20). Algunas de ellas van dirigidas a la reduccion del
contacto hombre — vector, la reduccion de los criaderos de los vectores y
meétodos que contribuyan al aumento de la mortalidad de los vectores en
estadios adultos (20).

Sin embargo, estas estrategias se basan en el conocimiento de la biologia y
bionomia de las especies involucradas en la transmisién (20). La falta de una
correcta identificacion de los vectores involucrados no permite direccionar una
gestion integrada de control vectorial que logre disminuir los casos de malaria
de una zona determinada. Ademas, se desconoce la tasa de infeccion y las
especies de Plasmodium de las poblaciones de anophelinos. Lo que produce
poblaciones de anophelinos que actuan como reservorios de Plasmodium, ya
que las estrategias de control vectorial desconoce su importancia en la
transmision.

Este desconocimiento de la diversidad de especies de mosquitos circulantes
en la Amazonia disminuye el impacto en las estrategias implementadas para
el control de la malaria. Adicionalmente, se cuenta con poca informacion
acerca de la frecuencia y distribucidon de las especies circulantes de
Plasmodium spp en las poblaciones de anophelinos, lo anterior, aumenta el
riesgo y la gravedad de las infecciones parasitarias y limita los resultados de
los programas de prevencion de la malaria.

1.2. JUSTIFICACION DE LA PROPUESTA

Colombia en el afio 2000, se comprometio, junto a 189 miembros de la
Organizaciéon de las Naciones Unidas, a cumplir con los ocho Objetivos de
Desarrollo del Milenio (ODM). En el objetivo seis, el compromiso es combatir
el VIH/SIDA, el paludismo y otras enfermedades. El compromiso para malaria
fue reducir los casos de mortalidad por malaria, teniendo como linea base el
ano de 1998 con 227 casos al afio (21,22).

En 2014, el Ministerio de Salud, present6 los avances en el Monitoreo de los
objetivos de desarrollo del milenio con corte a octubre, donde mostré una
reduccion del 71%, con un cumplimiento anticipado de la meta de las
mortalidades por malaria con corte al afio 2012 con 24 casos (23).
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De acuerdo con lo anterior, el pais se acoge a la Estrategia Técnica Mundial
contra la Malaria 2016-2030, donde se establecen nuevas metas a cumplir al
ano 2030 (Tabla 1).

Tabla 1. Objetivos, hitos y metas de la estrategia técnica mundial contra la
malaria 2016-2030.

HITOS METAS
2020 2025 2030

OBJETIVOS

Reducir las tasas
de mortalidad
por malaria en Por lo menos Por lo menos Por lo menos
todo el mundo 40% 75% 90%

en comparacion
con la de 2015

Reducir la
incidencia de
casos de malaria
en todo el
mundo en
comparacion con
al de 2015
Eliminar la
malaria ne los
paises en los
que siga
habiendo
transmision en
2015
Evitar el
restablecimiento
de la malaria en | Restablecimiento | Restablecimiento | Restablecimiento

todos los paises evitado evitado evitado
exentos de la
enfermedad

Fuente: Estrategia técnica mundial contra la malaria, 2015 (7).

Por lo menos Por lo menos Por lo menos
40% 75% 90%

Por lo menos 10 | Por lo menos 20 | Por lo menos 35
paises paises paises

Ademas, la Estrategia Técnica Mundial Contra la Malaria 2017-2030,
establece dentro del marco estratégico tres pilares fundamentales: lograr el
acceso universal a la prevencion, el diagnostico y el tratamiento de la malaria,
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acelerar los esfuerzos para lograr la eliminacion y alcanzar el estado exento
de malaria y transformar la vigilancia malarica en una intervencion basica.
Estos se establecieron con el objetivo de acelerar el avance hacia la
eliminacién, maximizando los efectos de los instrumentos y estrategias
existentes (6,7). Dentro de los tres pilares resaltan la importancia de la
investigacion basica en entomologia y parasitologia como elemento de apoyo,
gue resultara esencial para el conocimiento que permita obtener métodos de
control con base en informacion basada en la evidencia cientifica (6,7).

Adicionalmente, se implement6 el Plan decenal de salud 2012 — 2021, en el
cual se propone reducir en un 80% la mortalidad por malaria de manera
progresiva y sostenida (24). En atencion a estos nuevos retos establecidos,
Colombia, implementa las Rutas de Atencion Integral (RIAS), que mediante la
Resolucién 3202 de 2016 se adopté el Manual Metodologico para la
elaboracion e implementacion de las RIAS (25,26). Este comprende el
‘conjunto de acciones coordinadas, complementarias y efectivas para
garantizar el derecho a la salud, expresadas en politicas, planes, programas,
proyectos, estrategias y servicios, que se materializan en atenciones dirigidas
a las personas, familias y comunidades para la promocion de la salud,
prevencion de la enfermedad, diagnostico, tratamiento, rehabilitacion y
cuidados paliativos”, garantizando las condiciones necesarias para la atencion
en salud (25,26). De las 16 rutas programadas, la numero 8 se encuentra las
RIAS para las enfermedades infecciosas, donde se encuentra malaria; estas
se disefiaron para poder realizar un trabajo diferencial y adaptado a las
realidades de cada zona del pais (25).

Para cumplir con los objetivos planteados se debe tener en cuenta la
diversidad de ambientes que se presentan en el pais. Ademas, para ello el
cambio climatico resulta relevante ya que produce un cambio en el
funcionamiento de los ecosistemas y las especies que los integran, (17,18), y
aumenta el rango de distribucion de los vectores a zonas mas frias y
montafiosas (19).

La efectividad de las estrategias de control para la disminucion del impacto de
la malaria se basa en el conocimiento de la biologia y ecologia de los
mosquitos involucrados en la transmision en cada regidn del pais (19,20). Para
ello se debe actualizar constantemente la caracterizacion de la diversidad
anophelina presente en las diferentes regiones, pues se ha observado que la
presencia de otras especies de anophelinos, funcionan como reservorios para
el parasito (27-30).

Ademas, en la region de la Amazonas colombiano se han identificado otras
especies que han sido catalogadas como vectores potenciales, entre las que
se encuentran An. rangeli, An. oswaldoi y An. benarrochi, las cuales han
mostrado por pruebas de ELISA, infecciones por Plasmodium cercanas al 1%
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(29), siendo esta una prevalencia baja de infecciones parasitarias, derivada de
la técnica empleada para su deteccidn, esto ademas sugiere la importancia de
la implementacion de técnicas mas sensibles como la Reaccion en cadena de
la Polimerasa (PCR, de las siglas del inglés Polymerase Chain Reaction) en la
identificacion de Plasmodium en los anophelinos circulantes.

Por otra parte, desde el 2015, en el Amazonas colombiano, ha aumentado el
registro de los casos de malaria; Se paso de reportar 212 casos en 2011, 1385
casos en 2012 a 4194 casos en 2015 (13). La falta de conocimiento en las
especies de mosquitos involucradas en la transmision (29), el cambio de
comportamiento en la alimentacion por presion de las estrategias de control,
el desconocimiento de las especies de Plasmodium circulantes en las
poblaciones involucradas, asi como por la alta movilidad de los pobladores a
través de la frontera con Brasil y Peru (31), agravan el problema.

Para aportar en el entendimiento de la dinamica de transmisién de malaria en
el Municipio de Puerto Narifio, en el amazonas colombiano, se llevo a cabo un
estudio de caracterizacion de las especies de anophelinos y de las especies
de Plasmodium circulantes en una época de alta transmision. La informacion
derivada del presente proyecto permitira recopilar datos de comportamiento
de picadura, habitos de reposo o alimentacion entre otros datos biolégicos y
comportamentales de relevancia en la vigilancia entomoldgica.

Esta es una investigacién en cooperacién con el Instituto de Inmunologia de
Colombia (FIDIC) y la Gobernacién del Amazonas (ANEXOS

ANEXO 1). Quienes buscan mejorar las condiciones de vida de la poblacion
del amazonas mediante la investigacion del conocimiento de los aspectos de
la biologia, la actividad de picadura y la dinamica de transmision de las
especies de Plasmodium, con la informacidon generada se pretende contribuir
en la definicion de medidas de prevencion y control de la malaria, permitiendo
asi la disminucion de la incidencia de la malaria.

En este contexto, este proyecto brindd informacion con soporte cientifico de la
abundancia y comportamiento del vector mas eficiente de la malaria en
Colombia, asi como la frecuencia de tres especies de Plasmodium de alta
circulacion en esta region. La ejecucion de este proyecto permitié la
generacion de informacion de la dinamica de la transmision del parasito,
permitiendo establecer relaciones ecoldgicas entre vector y parasito.

Finalmente, la evidencia cientifica de alto nivel se dispuso e informd en los
programas de vigilancia y control de las ETVs, a nivel nacional y
departamental, de manera tal que pueda representar una fuente de
informacion para la generacion de guias de atencion integral de la malaria en
el Amazonas, con foco especial en el vector, asi como de sensibilizacion en la
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poblacion acerca de los factores ambientales que puedan estar vinculados en
el desarrollo de la enfermedad y el re direccionamiento de los programas de
vigilancia y control del vector.

1.3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cuales son las especies de Anopheles spp. predominantes en las
comunidades de Tipisca y Doce de Octubre localizadas en el Amazonas
Colombiano?

¢ Cual es la frecuencia de P. vivax, P, malariae and P. falciparum en las

poblaciones de Anopheles spp. en las comunidades de Tipisca y Doce de
Octubre localizadas en e Amazonas Colombiano?
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2. MARCO TEORICO

2.1. EPIDEMIOLOGIA DE LA MALARIA

La malaria se presenta en los areas mas pobres de e la zona tropical, es
considerada como la enfermedad transmitida por vectores mas comun y grave
del mundo (1). Es endémica en 95 paises y en pequefias areas de transmision
en ocho paises mas (2). El ultimo reporte de la Organizacion Mundial de Salud
(OMS), estimé que 219 millones de casos ocurrieron a nivel mundial,
presentando un aumento de casos al compararlo con el afio 2016 (2).

Para el afio 2017, en la Regién de Africa ocurrieron el 90% de los casos
notificados, seguido del Sur-Este de Asia con el 7% y la region mediterranea
con el 2% de los casos (2). En cuanto a muertes por malaria, con una la
mortalidad, se reportd por la OMS que en todo el mundo ocurrieron 435.000
reduccion de 16 mil muertes con respecto a 2016 y 172 mil con respecto a
2010 (2).

Para Suramérica, debido a la intensificacion de las estrategias de prevencion
y control de toda la region de Latinoamérica, se logro realizar un descenso de
los casos del afio 2005 hasta el 2014; sin embargo entre los afios 2015 a 2017
se notificaron un aumento de casos (3). Se reportaron 568.283 casos
confirmados de malaria en 2016, 116 mil mas que 2015 pero con una
reduccion del 16% con respecto a 2010 (32).

En Colombia igual que a nivel mundial la malaria representa un problema
prioritario en salud publica debido a la transmision con tendencia creciente en
determinadas regiones del pais, con un comportamiento ciclico epidémico que
ocurren cada 2 a 7 ainos, relacionados con la ocurrencia del fenémeno del
Nifio-Oscilacion Sur (33). La malaria es una enfermedad endémica en una
gran parte del territorio nacional, en areas localizadas por debajo de los 1.500
m.s.n.m. En el pais aproximadamente 12 millones de personas habitan en
zonas de riesgo de transmision (34).

En el territorio colombiano se reconocen cuatro regiones como focos
principales de transmision de la malaria: el primero hacia el noreste la region
comprendida entre el bajo cauca, el Sinu, Uraba, la segunda region es la costa
Pacifica, el tercero hacia el oriente del pais una parte de la Orinoquia; y cuarto
hacia el sur, correspondiente a la region Amazonica (35). Para el afio 2018 los
departamentos de Guania, Chocd, Narifio, Amazonas, Vichada, Vaupés y
Guaviare fueron los de mayor notificacion de casos de malaria (2).

Para nuestro pais, en el afio 2018 se registraron 56.754 casos de malaria (4),
con un aumento del 3% con respecto a 2017 (55.117 casos de malaria) (36).
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La especie P. vivax ha sido la especie mas prevalente en la ultima década
(37); sin embargo, desde el afio 2014, se ha evidenciado un aumento en la
notificacion de casos de malaria por P. falciparum, donde los afnos de 2015 a
2017 la incidencia de P. falciparum fue mayor que la de P. vivax (13,36,38,39),
lo que puede provocar un aumento en los casos de malaria complicada (40).

En departamento del Amazonas, desde el 2013, ha presentado un aumento
historico de casos, con 1353 casos (47 de P. falciparum y 1303 de P. vivax),
con un pico de casos en el 2015, con 3965 casos (417 de P. falciparum'y 3548
de P. vivax), llegando en 2016 a 3297 casos (842 casos de P. falciparum y
2405 P. vivax), estos datos sugieren al igual que para muchos departamentos
de Colombia un aumento considerable de la malaria y en especial por P.
falciparum (13, 25-29).

Ademas, segun datos del Sistema de Vigilancia de Salud Publica de Colombia,
SIVIGILA, los municipios del departamento del Amazonas que mas casos ha
reportado en el ultimo quinquenio (2014-2018) son: La Pedrera (5091 casos);
Tarapaca (2985 casos); Puerto Narifio (2718 casos); y Leticia (2133 casos).
Para el ano 2015, los municipios de mayor notificacion fueron Leticia (1477
casos) y Puerto Narifio (1463), seguidos de Tarapaca (831 casos) y La
Pedrera (316 casos).

2.2. LA MALARIA EN EL AMAZONAS

La region amazonica representa el 45% de selva tropical en el mundo (44), y
presenta una extension aproximada de 6,5 millones de km2 (48), cubre el 4,9%
del area continental mundial y se encuentra en diferentes extensiones de
Brasil, Peru, Colombia, Venezuela, Bolivia, Ecuador, Guyana Francesa,
Guayana, Surinam y Venezuela (44). La cuenca del rio Amazonas, con 13
grandes tributarios, deposita un promedio de 6.700 m3 de agua por afio (48),
que corresponde al 20% del agua dulce en superficie terrestre mundial (46).
Para Colombia representa una extension de 476.000 km2, con el 41,8% del
territorio nacional (49).

Esta region, histéricamente presenta transmision endémica de malaria, donde,
especificamente, el mosquito An. darlingi ha sido asociado con la dinamica de
transmision (9,11,14,28,50,51). Este vector, junto a An. albitarsis en Venezuela
y An. aquasalis en Trinidad, Guyana y Venezuela han sido consideradas como
transmisores primarios, lo anterior gracias a sus caracteristicas antropofilicas,
abundancias relativas altas y a su capacidad de adaptacion a ambientes
intervenidos (52).

No obstante, se han encontrado otras especies, las cuales ocasionalmente se
consideran como transmisoras de malaria, bien sea por su densidad
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poblacional, comportamiento antropofilico o por su infeccion parasitaria natural
(28,52), ejemplos de esto son An. nuneztovariy An. triannulathus, quienes en
la actualidad se consideran como vectores secundarios u ocasionales (52).

Adicionalmente, el medio ambiente amazdnico contribuye a que todos estos
vectores sean eficientes en la transmision de la enfermedad, ya que la
presencia de un mosaico de formaciones vegetales se encuentra
extrechamente asociado a los ciclos hidrologicos de los niveles del rio y de las
temporadas de lluvia; durante la estacién lluviosa, amplias areas a lo largo de
los rios principales y sus afluentes se inundan, conformando ambientes
hidricos estacionales (lagunas, remansos, quebradas, pantanos, etc.) (49),
formando asi una biota propia que favorece los criaderos de mosquitos (52).

Previos estudios llevados a cabo en Brasil han indicado que la diversidad y
abundancia de las especies de Anopheles es variable entre las areas
muestreadas (53). En las areas naturales se encontré desde una diversidad
desde 5 diferentes especies de anophelinos, hasta una unica especie (An.
darlingi); las tasas de picada varian entre 0,32 mosquitos/hombre/hora hasta
53 mosquito/hombre/hora; mientras que en las zonas intervenidas
(construcciéon de hidroeléctricas, oleoductos, carreteras y ciudades y barrios
de crecimiento no controlado) se ha encontrado diversidad de hasta 7
especies, con abundancias entre 1,5 mosquitos/hombre/hora, hasta 462
mosquitos/hombre/hora (53). Para el Amazonas Colombiano, se han llevado a
cabo estudios en areas rurales de los municipios de Leticia, Puerto Narifio y
Tarapaca, en general se encontr6 una tasa de picada de 18,3
mosquitos/hombre/hora; el area de mayor densidad fue el extradomicilio con
0,91 mosquitos/hombre/hora; seguida de peridomicilio con 0,83
mosquitos/hombre/hora; e intradomicilio con 0,18 mosquitos/hombre/hora (9).

Los patrones de hematofagia de las especies de anofelinos pueden ser
alterados por efectos antropogénicos, la distancia entre el bosque de las
viviendas, la presencia de otros hospederos, afectan la densidad de las
especies de anofelinos en relacién con otras especies de culicidos presentes
(14,15,54); adicionalmente, se ha descrito que la estacionalidad,
principalmente el periodo de transicién entre la lluvia y la sequia, aumenta la
disponibilidad de criaderos por lo que el vector incrementa su tasa de
reproduccion (14,16,55).

Adicionalmente, se ha observado una asociacion al aumento de densidades
de An. darlingi en zonas intervenidas antropogénicamente, especialmente en
zonas de aprovechamiento forestal (14,56), en zonas de aprovechamiento
minero (57,58) y en algunas construcciones como carreteras y represas (16),
ademas se ha evidencias que el crecimiento no planeado de las ciudades
amazonicas favorece la presencia de malaria (59). Estas condiciones de
intervencién producen un aumento en la temperatura el ambiente, por lo tanto,

24



afecta positivamente al aumento de criaderos disponibles asi como al ciclo de
vida tanto del vector como del parasito (14).

En la region amazonica existe transmision de tres especies de Plasmodium en
humanos (P. vivax, P. falciparum y P. malariae) (16). Un estudio realizado en
comunidades ubicadas a lo largo del rio Amazonas y Loretoyacu, mostré una
alta circulacion de las especies P. vivax y P.malariae, ademas de alta
frecuencia de infecciones mixtas (60,61).

2.3. BIOLOGIA Y ECOLOGIA DE Anopheles spp

En todo el mundo, alrededor de 475 especies de mosquitos Anopheles han
sido descritas, y 70 son vectores potenciales de malaria (62,63). Pertenecen a
la Familia Culicidae, que presenta dos subfamilias (Culicinae y Anophelinae);
la subfamilia Anophelinae, presenta tres géneros (Anopheles, Bironella y
Chagasia). El género Anopheles por ser cosmopolita y presentar gran
distribucidn geografica es el género de mayor relevancia en términos de salud
publica, del cual se han descrito ocho subgéneros y varios grupos no
clasificados formalmente, siendo los subgéneros Kerteszia, Lophopodomyia,
Stethomyia y Nyssorhynchus son restringidas las regiones Neotropicas (64).

Aunque existe otras propuestas para elevar a algunos subgeneros a géneros
y reubicar algunas especies en otras categorias, de acuerdo a analisis de los
estudios morfolégicos y de secuenciacion de ADN (64), las nomenclaturas
cientificas mantienen su clasificaciéon, la cual sera adoptada en el presente
trabajo.

Para Colombia, se han registrado aproximadamente 47 especies de
anofelinos, 9 de las cuales se consideran vectores de la enfermedad (10,65).
Para malaria los vectores se han clasificado de acuerdo a su importancia en
la transmision de la infeccion; siendo considerados vectores primarios los que
poseen caracteristicas bioldgicas y ecoldgicas que resaltan su importancia en
la transmision; de acuerdo a Donnelly (66), para que una especie de
Anopheles sea un vector primario debe presenta caracteristicas ecoldgicas y
fisiologicas especificas, dentro ellas se encuentra una amplia distribucion
geografica, una alta frecuencia en las estaciones, una alta abundancia local,
dispersion significativa, capacidad de colonizacion, adaptacion a diferentes
ambientes intervenidos por el hombre (construcciones, areas cultivadas y
vehiculos), actividad hematéfaga, (principalmente en humanos) vy
susceptibilidad a las infecciones por especies de Plasmodium que afectan al
hombre (10).

Histoéricamente se han reconocido como vectores primarios a An. albimanus,
An. darlingi y An. nuneztovari para todo el territorio colombiano, siendo An.
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darlingi el vector primario para la region amazodnica (14,67). En Colombia 7
especies actuan como vectores secundarios 0 son sospechosos de estar
asociado con transmision o tienen una importancia local o regional: An.
pseudopuntipennis, An. puntimacula, An. calderoni, An. neomaculipalpus, An.
lepidotus, An. neivai, An. tangeli y An. oswaldoi (10).

En la region de la amazonia (Brasil, Peru, Colombia) se han encontrado 33
especies de Anopheles, la mayoria de los sitios de reproduccion de estos
mosquitos se encuentran en areas abiertas, arroyos con agua corriente, en las
areas sombreadas con aguas estancadas, en la vegetacion acuatica y en
arroyos abiertos soleados con fondos arenosos (16,53,68). La transmisién de
malaria en la amazonia esta dada principalmente por An. darlingi, que presenta
un comportamiento de picadura mayor hacia horas crepusculares, de 6 pm a
7 am con un pequeio pico en el amanecer de 5 a 6 am, no obstante la actividad
de picadura se mantiene durante toda la noche (69).

Un previo estudio llevado a cabo en algunas comunidades indigenas en los
municipios de Leticia, Puerto Narifio y Tarapaca, en el Amazonas Colombiano,
encontré que An. darlingi presenta un comportamiento tanto endofagico como
exofagico, mientras que otras especies de Anophelinos, incluyendo An.
oswaldoi mostré un comportamiento preferencialmente exofagico (9).

Los mosquitos anofelinos tienen un ciclo biolégico que comprende una
metamorfosis completa (holometabolos), huevos, larvas, pupas y adultos (70).
La metamorfosis puede durar de 7 a 20 dias, dependiendo de las condiciones
de temperaturas y alimento, a temperaturas de 30°C el ciclo puede durar entre
3 a 7 dias, pero a temperaturas menores el ciclo se va haciendo mas largo
hasta llegar a 20 dias en temperaturas no menores a 16°C (70,71).

Las hembras requieren un solo apareamiento para depositar todos los huevos
(ovipostura) a lo largo de su vida, cada hembra puede ovopositar de 50 a 150
huevos en cada ovipostura, la cual se realiza sobre la superficie de los cuerpos
de agua de huecos, canales, rios, lagunas, entre otros, pero cada especie
prefiere un tipo particulas de habitar para realizar su ovipostura (70,71).

Las larvas emergen de los huevos y flotan paralelo a la superficie agua, ya que
carecen de sifon para respirar, se alimentan, filtrando el agua del ambiente en
el que se encuentran, de algas, bacterias y materia organica (70,72). Su ciclo
de vida comprende 4 estadios larvales, el cual puede durar de 8 a 10 dias en
temperaturas normales del tropico para que emerja la pupa; el estado de pupa
es el estado para terminar el desarrollo del mosquito adulto, y demora de 2 a
3 dias (70-72).

Los adultos, la forma alada, permanece un tiempo en reposo, después de
emerger de la pupa, para endurecer su exoesqueleto; una de las
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caracteristicas es su postura en el reposo, ya que el cuerpo y la proboscide se
encuentran en Angulo casi recta con respecto a la superficie; aunque ambos
se alimentan de néctar, solamente las hembras requieren alimentarse de
sangre como suplemento nutricional para poder realizar la ovipostura; algunos
mosquitos se alimentan durante toda la noche, otros en las horas
crepusculares; otros prefieren sangre de animales, mientras que otros son
antropoldgicos; a aquellos que se alimentan dentro de la vivienda de los
humanos, se les llama endofagicos, y los que se alimentan fuera de la vivienda,
se les denomina exofagicos; después de alimentarse los mosquitos se
mantienen en reposo, la caracterizacion adecuada de los sitios de obtencién
de alimento y reposo son importantes a fin de establecer las estrategias de
control y prevencion de los vectores de malaria (70,72).

2.4. BIOLOGIA Y ECOLOGIA DE Plasmodium spp

El patdégeno responsable de la malaria es un protozoario intracelular del
phylum Apicomplexa y el género Plasmodium (73). Hasta el momento se han
incriminado cinco especies del género Plasmodium (P. vivax, P. malariae, P.
knowlesi, P. ovale y P. falciparum), como los causantes de malaria en
humanos; su transmision ocurre entre personas mediante la picadura de la
hembra del mosquito Anopheles (34,73—75).

De las cinco especies de Plasmodium que infectan al humano, P. vivax es el
de mayor distribucion y el que se localiza a menudo en regiones templadas del
mundo; P. falciparum produce las formas mas graves de paludismo y se
encuentra ampliamente distribuido en Africa y los paises del tropico; P. ovale
se localiza casi de manera exclusiva en Africa tropical; P. malariae esta
presente en Africa, Sudamérica y un area de Nueva Guinea (73), por ultimo,
P. Knowlesi, el cual recientemente fue encontrado de una fuente de
transmision enzootica en el Sudeste Asiatico (75).

Los parasitos del género Plasmodium son transmitidos al hombre por
mosquitos hembras del género Anopheles, que estando infectados, al picar,
inoculan los esporozoitos (forma infectante del parasito) (73). Plasmodium
tiene un ciclo de vida complejo que alterna entre dos huéspedes (un
vertebrado y un mosquito), en los que tienen lugar etapas de desarrollo bien
diferenciadas (52,73).

En el huésped vertebrado (humano) se llevan a cabo el ciclo asexual; que inicia
cuando el mosquito hembra a traves de la picada pasa los esporozoitos (el
estadio infectante para el hombre) al torrente sanguineo del hospedero, alli
migran al higado a traves de las células endoteliales (52,73,76). Una vez ahi
los parasitos se introducen en los hepatocitos produciendose el estadio de
esquizontes hepaticos, donde los parasitos se reproducen asexualmente
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mediante el proceso esquizogonia, dividiendo el parasito por fisibn multiple
generando millares de nuevos microorganismo, de cuyo estadio se forman los
merozoitos; cuando éstos maduran, destruyen la célula huésped y se liberan
al torrente sanguineo para invadir células sanguineas (52,73,76).

No obstante, en el ciclo hepatico de P. vivax y P. ovale, se observa que algunos
parasitos detienen su desarrollo en el higado en forma de hipnozoitos, esta es
una forma del parasito que permanece latente y que puede activarse por
factores aun no determinados (73). Cuando estos hipnozoitos se reactivan,
continuan su desarrollo y producen nuevos merozoitos, lo que provoca la
recaida de los pacientes en los que aparentemente se habia eliminado la
enfermedad; los merozoitos son capaces en ese momento de infectar los
glébulos rojos y se inicia el ciclo eritrocitico de la infeccion (52,73,76).

Una vez en el torrente sanguineo, el merozoito invade al globulo rojo a través
de una compleja interaccidn entre proteinas, formando la vacuola parasitofora,
donde sigue el desarrollo del parasito, de merozoito se diferencia en una forma
joven conocida como anillo; a continuacion se forma un trofozoito que da
origen al esquizonte eritrocitico (célula multi-nucleada resultante de la
esquizogonia), que al madurar libera de 8 a 32 merozoitos en la circulacion
sanguinea, estos merozoitos pueden invadir a otros eritrocitos sanos e iniciar
nuevamente la esquizogonia. contribuyendo a la persistencia cronica de la
infeccion (52,73,76).

Después de la invasion del eritrocito, algunos parasitos pueden diferenciarse
a las formas sexuales del parasito por gametogénesis, en gametocitos
masculino y femenino denominados micro o0 macrogametocitos,
respectivamente. Estas son las formas sexuales del parasito e infectantes para
la hembra del mosquito (Anopheles), tras la picadura de éste a un individuo
infectado con Plasmodium. Después de estos eventos, los gametocitos
continian su diferenciacién en el interior del intestino del mosquito hasta
convertirse en gametos, micro o macrogametos, segun sea el caso (73).

Posteriormente, en el mosquito, ocurre la fecundacion entre los gametos, lo
que originara un cigoto (oocigito) que se transformara en ookinete, forma movil
capaz de atravesar la pared intestinal del mosquito para que en la parte
externa del intestino se diferencie en ooquiste, seguida de gran cantidad de
divisiones celulares que diferenciaran en miles de esporozoitos, los cuales
migran hacia la glandula salival del mosquito, donde sufren modificaciones que
los preparan para infectar al siguiente huésped humano (52,73,76).

Se conoce que el tiempo de incubacion, lapso que media entre la picadura del
mosquito infectante y la aparicion de signos y sintomas, varia entre especies
siendo de 7 a 14 dias parar P. falciparum; de 8 a 14 dias para P. vivaxy P.
ovale, y de 7 a 30 dias para P. malariae, no obstante, algunas cepas de P.
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vivax, en las regiones templadas, puede presentar un periodo de incubacién
mas prolongado entre de 8 a 10 meses (5).

2.5. METODOS DE IDENTIFICACION DE Anopheles SPP

En 1818, Johann Wihelm Meigen describe el género Anopheles; su
descripcion causo gran impacto ya que esta especie fue reconocida por actuar
como vector de microfiliaria y malaria, lo que conlleva a una masiva colecta y
clasificacion de sus especies (69). Esta clasificacion tiene como objetivo
agrupar y categorizar las entidades atreves de sus rasgos bioldgicos, estas
han sido definidas por Ernt Mayr & W. J. Bock (69) como “el agrupamiento de
entidades similares en una serie jerarquica de clases anidadas, inclusive las
clases de nivel superior se subdividen comprensivamente dentro de clases
menos inclusivas a siguientes clases de menor nivel” (69). Estos grupos son
conocidos como rango taxonomico o categorico (69).

Los grupos taxonomicos deberian representar los rangos filogenéticos y las
relaciones naturales entre las especies; No obstante, esta no se cumple
estrictamente para anopheles, debido a una clasificacion masiva y subjetiva
que se realiz6 desde su descubrimiento (basados en su distribucion y las
formas de las escamas en térax y abdomen); por lo que en la actualidad se
esta trabajando en una clasificacion basada en subcategorias (en el orden de:
secciones, series, grupos, subgrupos y complejos) (69), como una iniciativa de
agrupar las especies de una forma natural (77).

Los problemas en la taxonomia de Anopheles se debe a las grandes
similitudes morfoldgicas entre especies, y a que en algunas especies se debe
recurrir a correlacionar con caracteristicas de las formas inmaduras (larvas y
pupas), situacion que las técnicas modernas de identificacion (PCR) ayudan a
resolver (77).

En Colombia existen 5 subgéneros de los cuales Anopheles (llamado también
como Nyssorhynchus) contiene los vectores primarios de los parasitos de
malaria, estos incluyen a An. darlingi, An. albimanus y An. nuneztovari.
Ademas, existen cuatro complejos en el subgenero Nyssorhynchus (An.
albitarsis, An, Benarrochi, An. nuneztovari y An. triannulatus) (78), en el cual
no se encuentra An. darlingi y An. mattogrossensis, especies de distribucion
neotropical.

Conocer las especies presentes en un area determinada presenta una
importancia académica y de salud publica dentro del ejercicio practico (77). La
importancia radica en la generacion de informacidén sobre cambios en horas y
lugares de picada, frecuencias y densidades de especies y poblacionales,
ademas de establecer controles efectivos contra el vector (77,78).
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2.51. Taxonomia convencional

Las claves taxonomicas basadas en la morfologia son la metodologia mas
empleada para la identificacion de los mosquitos, esta se basa en las distincion
de caracteres especificos ubicados en cabeza, térax, abdomen, patas y
patrones de coloracion en las venas de las alas (65,78).

Los mosquitos Anopheles pertenecen a la clase Insecta, orden Diptera (al
tener solo un par de alas), que en estado adulto se caracterizan por tener el
cuerpo dividio en tres segmentos o tagmas (cabeza, torax y abdomen). En la
cabeza se encuentran un par de antenas y un par de ojos; en el torax se
encuentran tres pares de patas y dos pares de alas, este ademas esta dividido
en tres segmentos: protorax, donde se ubican las patas frontales y
protoracicas, el mesotorax, donde se ubican las patas medias o0 mesotoracicas
y un par de alas, y el matatorax, en el que si ubican las patas posteriores o
metatoracicas y los halterios o balancines (alas modificadas como estructura
para mejorar el vuelo) (Figura 1).

Figura 1. Esquema dorsal de un Culicinae
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Fuente: Gonzales y Carrejo, 2009 (65)
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La Figura 2 muestra diferencias generales entre las especies de las categorias
de la subfamilia Culicinae y la familia Anophelinae, la cual a nivel de huevos,
los anophelinos poseen unas estructuras que las hace flotar en la superficie
de los cueros de agua; a nivel larval los anofelinos carecen de sifon (tubo
respiratorio) por lo tanto deben tomar el aire manteniendo el cuerpo paralelo a
la superficie del agua; a nivel de pupa, no existen diferencias para su
identificacion en campo; y a nivel de adulto los anophelinos se diferencias de
los culicidos por la postura sobre la superfices, ya que estos mosquitos
posicionan el cuerpo y la proboscide a un angulo casi recto con respecto a la
superficie donde se posa (65,71).

Figura 2. Diferencias morfologicas de las Subfamilias de Anophelinae y

Culicinae.
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Por otra parte, en el desarrollo del presente proyecto se tuvo en cuenta la
clasificacion de Gonzales y Carrejo (2009) (65), los cuales realizan una
descripcion morfoldgica de los principales caracteres que se deben considerar
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en la identificacion del género Anopheles de Colombia, a continuacion se
resumen los caracteres tenidos en cuenta:

Cabeza

Antenas con 13 flagelomeros alargados con pelos dispersos y menos
abundantes que en los machos; palpos maxilares casi tan largos como la
proboscis, de cinco segmentos, el primero corto y los otros alargados.

Torax

El scutum de algunos grupos de especies pueden presentar patrones de
coloracion, independientes de la coloracion de las escamas (Figura 3A). La
mayoria de las especies del subgénero Nyssorhynchus, presentan patrones
como se muestra en la Figura 3A; y en el pleuro toracico es la presencia o
ausencia de grupos de escamas claras mesanepimerales, Figura 3B.

Figura 3. A. Vista dorsal del térax de Anopheles. B. Vista lateral de Térax de
Anopheles
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Fuente: Gonzales y Carrejo, 2009 (65)
Alas

Los autores tuvieron en cuenta la nomenclatura de las venas de las alas
propuesta por Harbach & Knight (1980) y las de Wilkerson y Peyton (1990)
quienen les dan nombres a las manchas de la vena costal y que se pueden
identificar de acuerdo con puntos claros y oscuros tomando como referencia
los de la especie An. (Cellia) kochi'y An. (Anopheles) de la serie Arribalzagia
asi (65): Sucostal clara (SCP), sector claro (SP), sector claro accesorio (ASP),
sector oscuro (SD), humeral clara (HP), humeral oscura (HD), presector claro
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(PSP), presector oscuro (PSD), preapical oscura (PD), preapical clara (PP),
aplical oscura (AD) y aplical clara (AP) (Figura 4) (65).

Figura 4. Explicacion de la nomencalrua de Ala de Anopheles
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Fuente: Gonzales y Carrejo, 2009 (65)

Patas

Las escamas que recubren las patas posteriores presentan gran variacion, en
el subgénero Nyssorhynchus estas variaciones son de utilidad taxonémica, ya
que puede ser utilizadas como caracteristicas diferenciadores a nivel de

especie, Figura 5 (65).
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Figura 5. Pata posterior de Anopheles

e e

-

3

J
of

57

-

Fuente: Gonzales y Carrejo, 2009 (65)

De esta manera, Gonzales y Carrejo (2009) realizan una descripcion de las
caracteristicas que diferencian a An. darlingi de los otras especies de
anofelinos, la cual se encuentra dentro de la seccion Argyritarsis, caracterizada
por presentar el tarsomero posterior 5 completamente claro, asi: palpomero 4
marrén, apicalmente con parche moderadamente grande de escamas claras,
nunca con escamas claras esparcidas; palpomero 5 claro, sin banda basal de
escamas oscuras; mesanepiteron generalmente con grupo de escamas claras
anteriores, sin grupo de escamas claras superiores; tarsomero posterior 2 con
areas oscura basal de 0.35-55 la longitud del tarsomero (Figura 6) ; areas
oscuras prehumeral (PHD) 1.5 mayor que 7.0 (generalmente 2.0-5.0) la
longitud de la clara humeral (HP) (Figura 7); tergum II-VIl con tufos de
escamas oscuras cudolaterales; y sternum | sin lineas submedial de escamas
claras, completamente desnudo (65).
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Figura 6. Representacion grafica de las patas posteriores de An. darlingi.

Fuente: Gonzales y Carrejo, 2009 (65)

Figura 7. Esquema de ala de An. darlingi

Fuente: Gonzales y Carrejo, 2009 (65)

Asi mismo los autores realizan la descripcidn para An. mattogrossensis:
tarsdbmeros posteriores (Ta-lll 1-5) oscuros, con articulaciones claras (Figura
8); areas claras costales; vena anal con cuatro o mas areas oscuras (Figura
9); ultimo tergum abdominal y cerci sin escamas, con setae; stemitos I-VII con
tufos de escamas claras mesales (65).

Figura 8. Representacion grafica de las patas posteriores de An.
mattogrossensis.

Fuente: Gonzales y Carrejo, 2009 (65)
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Figura 9. Esquema de ala de An. mattogrossensis

Fuente: Gonzales y Carrejo, 2009 (65)

2.5.2. Métodos Moleculares

2.5.2.1. DNA Barcoding

Tanto la deteccion de parasitos, como la adecuada identificacion de los
vectores, son claves para el entendimiento de caracteristicas de la
epidemiologia y la ecologia de la malaria (77,78). Para una O&ptima
identificacion del vector es necesario realizar una adecuada captura y
almacenamiento de los especimenes recolectados, esta constituye una de las
principales limitantes al emplear las claves taxonomicas basadas en la
morfologia (79); es por esto que basados en herramientas moleculares se ha
trabajado en la implementacion de técnicas que disminuyan estas limitaciones,
en este contexto, la identificacion empleando ADN barcoding resulta ser un
meétodo adecuado para la identificacion, puesto que esta se obtiene a partir de
la extraccion de ADN de cualquier parte del individuo (80-82).

El ADN barcoding es un sistema disefiado para proporcionar identificacion de
las especies de manera precisa y en poco tiempo (83); emplea un fragmento
de aproximadamente 710 pares de bases (pb) del gen Mitocondrial Citocromo
C Oxidasa | (mtCOl), para clasificar a nivel de especie una amplia cantidad de
taxones (84). Presenta la ventaja de ser un cebador universal robusto,
permitiendo la recuperacion de la cola 5" de casi todos el Phylum Animal;
ademas posee mas rango de sefales filogenéticas que cualquier otro gen
mitocondrial; permite discriminacién de especies estrechamente relacionadas
o de grupo filogeograficos con una sola especie; y provee comparaciones
filogeneticas mas profundas (85).

Hebert et al 2003, evaluo el potencial del gen COI como herramienta para la
identificacion taxondmica. Se creardn perfiles del gen de siete de los mas
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diversos miembros del Phylum Animal; ocho de los mas diversos ordenes de
Hexapoda; y 200 miembros para las familias mas representativas del orden
Lepidoptera. En cada categoria se uso especies nuevas para asignar la
identificacion de acuerdo con los resultados de la evaluacidon del COl y asi se
demostrd que a nivel de especie de Lepidoptera hubo un éxito de indentifiacion
del 100%, demostrando que las diferencias de las secuencias del gen son
suficientes para asignar la categoria taxondmica de de organismos superiores
(86).

Para algunos paises del tropico en Latinoamérica se han llevado estudios
dirigidos a caracterizar las especies de vectores circulantes, empleando las
técnicas previamente mencionadas, por ejemplo en Brasil, Mckeon et al.
(2010) realizé la amplificacién del gen COl y la secuencia del gen ribosomal
ITS2 para comparar diferentes poblaciones de An. marajoara y observar la
divergencia en ciudades del estado de Amapa; encontraron dos linajes de
poblaciones de An. marajoara, uno se ellos presentes en todas las areas
muestreadas y la otra restingida al oeste del estado, los resultados muestran
que existio divergencia de las poblaciones la cual se mantuvo con la barrera
geografica del rio Jari; no obstante con el analisis gen ribosomal de /ITS2 no
se encontraron diferencias en la divergencia entre los specimenes
muestreados, demostrando una vez mas la utilidad de COI/ para la
comparacion de especies, no obstante una de sus limitantes la constituye la
comparacion a nivel intra-especifico, donde la variacion es baja, limitando la
adecuada identificacion de subpoblaciones (87).

Asi mismo este ha sido usado en analisis filogenético de grupos y complejos
de grupos, Scarpassa et al (2016) mediante la amplificacion del gen mtCOI
identificaron tres linajes de An. nuneztovari en el amazonas brasilero (88).

Para Colombia se han desarrollado estudios con ADN barcoding para la
identificacion de las especies y para la diferenciacion de estas en grupos
complejos, Gonzales et al, (2017), realizaron en el departamento de Cordoba
un muestreo de mosquitos anofelinos durante tres noches seguidas usando
trampas de luz CDC, ubicadas en el intradomicilio y en el peridomicilio, con
cambio de trampas CDC cada 24 horas; los anofelinos hembras las
identificaron mediante las claves taxondmicas disponibles; y para los
especimenes que presentaron pérdida de partes, dificultando su identificacién,
se llevo a cabo identificacidon mediante ADN barcode amplificando el gen CO/
(89).

Un total de 778 Anopheles fueron colectados de los cuales 406 se capturaron
en el peridomicilio y 355 en el intradomicilio. Los resultados mostraron la
presencia de seis especies de Anopheles [(An. albimanus (83%), An.
triannulatus (12%), An. psudopunctipennis (4%), An. nuneztovari (1,3%), An.
neomaculipalpus (0,26%) y An. argytarsis (0,13%)]; el analisis de ADN barcode
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ayudo a identificar 9 individuos que no pudieron ser identificados con las claves
morfologicas; finalmente, los resultados de este estudio mostraron un 10% de
error en la identificacion taxoxdémica con base en claves morfologicas (89).
Adicionalmente, los resultados mostraron que del total de hogares
muestreados en 38 de estos los mosquitos recolectados presentaron
infecciones parasitarias siendo el 57,8% por P. vivax, el 34,2% para P.
falciparumy el 7,8% mixtas; finalmente, los autores reportaron cuatro especies
de mosquitos con infecciones parasitarias: An. nuneztovari, An.
pseudopunctipennis, An. Albimanus y An. triannulatus (89).

Estudios realizado en el Amazonas Colombiano muestra que los trabajos en
identificacion de mosquitos con el gen COl son escasos, Gomez et al, (2015),
realizaron un muestreo entre 2005-2012, amplificando el gen mtCOl para
confirmacion molecular de la identificacion morfolégica obtuvieron un 83,2%
de coincidencia entre las dos clasificaciones (90).

Ademas, Orjuela et al, (2013), en el Departamento de Putumayo, Colombia,
colectaron mosquitos con aspiradores bucales en el intradomicilio y
peridomicilio, entre las 6:00pm y las 9:00pm; confirmaron la identificacion
morfolégica mediante la secuenciacion del gen mitCOl, los resultados
mostraron 11 especies de anofelinos circulantes, An. albitarsis (1,8%), An.
benarrochi B (72,3%), An. braziliensis (0,05%), An. costai (0,1%), An. darlingi
(19,3%), An. mattogrossensis (0,1%), An. neomaculipalpus (0,1%), An.
oswaldoi s.l. (0,1%), An. puntimaculata (0,1%), An. rangeli (5,12%) y An.
triannulatus (0,1%) (29).

Asi mismo, Ruiz et al (2010), compararon la identificacion morfolégica de
especies similares de An. nueneztovari y An. dunhami capturadas en el
departamento de Amazonas, Antioquia y Norte de Santander; con la llevada a
cabo con los genes ITS2 y mtCOIl encontrando una concordancia en la
identificacion del 96,9% con ITS2 y del 97,5% con el gen mtCOI (91).

2.6. METODOS DE DETECCION DE Plasmodium spp EN
MOSQUITOS

Uno de los indicadores mas importantes en el analisis vectorial, es la medicion
de la cantidad de mosquitos infectados en una poblacién determinada (92,93).
Esta, se realiza a través de la determinacion de la tasa de esporozoitos, que
consiste en calcular el numero de mosquitos con presencia de esporozoitos
en sus glandulas salivales (94). Este calculo, junto con la tasa de picadura, es
utilizado para realizar estrategias de focalizacion de acciones para control de
la malaria (95).
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2.6.1. Técnicas microscopicas

Esta técnica es desarrollada para observar ooquistes en el intestino medio y
esporozoitos en las glandulas salivares de los mosquitos; se realiza
removiendo las glandulas salivares frescas, de mosquitos recién capturados,
y observados directamente al microscopio (94,96). Aunque presenta dos
desventajas importantes ya que se deben realizar en el menor tiempo después
de la captura del mosquito, teniendo en cuenta que algunos autores describen
un rango de dias después de la infeccidn adecuado para la realizacion de esta
practica (96); La segunda limitante consiste en no poder tipificar la especie de
Plasmodium infectante (94,97).

2.6.1.1. ELISA

El Ensayo de Inmnoabsorcion Ligado a Enzima (ELISA, de las siglas del
inglés: Enzyma-Linked Inmunosorbent) utiliza anticuerpos monoclonales, los
cuales reconocen epitopes repetidos de la proteina del circumesporozoito
(CSP), la lectura de la prueba se realiza por una reaccion colorimétrica que
puede ser cuantificada por densitometria (94,98,99).

Esta prueba, ha sido desarrollado para detectar y distinguir las proteinas
circunesporozoito (CSP) de P. falciparum y las dos variantes de P. vivax
(VK210 y VK247) en mosquitos infectados (96). La sensibilidad y especifidad
se ve reducida por los procesos de estandarizacién realizados para esta
prueba que varia de acuerdo a la region donde se lleva a cabo y a condiciones
propias del fabricante (98—100). Ademas, se ha encontrado que presenta
falsos positivos debido a la reaccidon cruzada de la identificacion de especies
de Plasmodium que afectan a animales (58), también se encontré que el
meétodo en ocasiones reacciona a un unico Plasmodium impidiendo la
deteccion de infecciones mixtas (101), lo que tiene implicaciones en el analisis
de la dinamica de transmisién, por lo tanto en la incriminacién como vectores
probables (93).

En Brasil, en el estado de Para, se encontré a An. darlingi con una tasa de
infeccion de 1,6% y a An. aquasalis con 1,1% por P. falciparum y P. vivax
(102). En el estado de Amapa, region amazonica de Brasil se capturaron
mosquitos por medio de cebo humano protegido y con trampas de luz CDC;
para medir la tasa de infeccion se llevd a cabo la prueba de proteina de
Circumsporozoito del Plasmodium por medio del método de ELISA; se
encontré una tasa de infeccién total de 0,8% encontrando infecciones de P.
vivax VK210 y VK247, P. falciparum y P. malariae, en seis especies de
mosquitos (An. albitarsis con 15 positivos, An. nuneztovari con 4 y An.
braziliensis, An. triannulatus, An. oswaldoi, con uno positivo cada uno; ademas
de nueve mosquitos positivos para P. malariae (An. albitarsis (n= 5), An .
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braziliensis (n= 1), An. nuneztovari (n= 1), An. triannulatus (n= 1) y An. rangueli
(n= 1); el autor resalta que algunos P. malariae encontrados en mosgitos
pueden ser P. brasilianum, un parasito de primate no humano ya que no
existen diferencias mediante esta técnica entre ambas especies (102).

En las Guyanas Francesas, en una poblacion indigena, se calculd la tasa de
infeccion; encontrando a An. daringi con las tres especies de Plamodium (P.
vivax, P. falciparum y P. malariae) circulantes con tasas de infeccion global de
0,1%, 0,1% y 0,05% en las tres localidades muestreadas (55).

En el mismo pais se desarrollé un estudio en area de extraccion de oro, donde
se realizé la prueba de ELISA y gqPCR (de las siglas del inglés: (quantitative
polymerase chain reaction); por medio de la metodologia de ELISA no se
encontré mosquitos infectados, pero por medio de qPCR se encontré a An.
darlingi infectado con P. falciparum con una tasa de infeccion de 1,1% y a An.
marajoara infectado con P. vivax con una tasa de infeccion de 6,4%. El autor
aclara que debido a las dificultades presentes por la pruebas ELISA para
determinar la infeccion, como la falta de cadena de frio de las muestras que
deterioran las proteinas de los parasitos y la reaccion cruzada de la prueba
con Plasmodium no humanos lo que puede resultar en falsos posiivos, se
apoyo en las pruebas qPCR, para calcular la infeccién de los pooles (58).

Naranjo et al. (103) encontré cuatro individuos infectados (An. nuneztovari (n=
1), An. triannulatus (n= 2) y An. darlingi (n= 1)), con P. vivax VK247 y VK2010
en cuatro localidades de Antioquia y Coérdoba, Colombia. Los autores
realizaron una segunda ELISA para la confirmacion de la infeccion y
unicamente una PCR anidada para la confirmacién de las pruebas de ELISA
positivas, demostrando que las pruebas de PCR son mas sensibles que las de
ELISA.

En el departamento de Putumayo se encontr6 dos especies infectadas
naturalmente de P. vivax (An. oswaldoi (0,2%) y An. rangeli (8,4%), usaron el
meétodo de ELISA para su deteccion (VK210 y K247); sin embargo, repitieron
la prueba en todos individuos que resultaron positivos (36 individuos) para
disminuir la posibilidad de tener falsos positivos (27). Mediante el mismo
meétodo, se encontrd 5 individuos de An. benarrochi, para un porcentaje de
infeccion parasitaria de 0,1% (29).

En el mismo departamento, Putumayo, por medio de pruebas de ELISA, a
partir muestras individuales cabeza y torax para todas las especies
encontradas, excepto para An. darlingi que se tomaron pooles de no mas de 5
individuos; encontraron unicamente An. benarrochi B infectada con P.vivax,
esta especie resulta estar involucrada en la transmision de malaria, por su alta
antropofilia y por ser la Unica especie encontrada infectada naturalmente con
P. vivax, sin embargo no se conoce su biologia y ecologia lo que dificulta la
toma de decisiones para el control vectorial; la confirmacién con mtCOl resulta
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util sobre todo para estudios de incriminacion de vectores ya que es necesaria
la correcta identificacion de las especies (29).

Por medio de pruebas de ELISA y PCR y qPCR se ha calculado la tasa de
infeccidn de las poblaciones de mosquitos presentes en diferentes areas de la
region amazonica, se ha encontrado diferentes especies infectadas
naturalmente con Plasmodium entre ellas a An. darlingi, An. nuneztovari, An.
albitarsis, An. triannulatus y An. mattogrossensis (Tabla 2).

2.6.1.2. Reaccion de la Cadena de la Polimerasa (PCR)

La deteccion de Plasmodium por medio de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR de las siglas del inglés: Polymerase Chain Reaction) brinda
mayor sensibilidad que la tecnica de ELISA, detectando los parasitos en bajas
parasitemias (104,105). Snounou (105) desarrollé un protocolo para la
identificacion de las especies de Plasmodium mediante la técnica de PCR
anidada. Una primera amplificacion empleé primers especificos para la
subunidad ribosomal 18s (ssRNA), posteriormente el producto de esta primera
PCR se utiliza como blanco de amplificacién para la identificacion de tres
especies de Plasmodium (P. vivax, P. malariae y P. falciparum), usando los
primers especificos para cada especie.

Da Rocha et al, desarroll6 un estudio en el estado de Para, amazonas
brasilero, donde se colectaron mosquitos de 6 a 12 pm mediante cebo humano
protegido y por medio de trampas de luz CDC, se extrajo material genético en
pooles de 3 a 5 individuos para calcular la tasa de infeccion por medio de las
técnicas de ELISA, usando CPS especifico para P. falciparum, P. vivax VS210,
P. vivax VX247 y P. malariae y por PCR anidada.; encontraron, por medio de
la técnica de ELISA, una tasa de infeccion general de 6,2%, de estos se
encontrd para An. darlingi una infeccion de 22,4%, para An. albitarsis fue 5,2%
y An. rondoni fue 3,6%, adicionalmente la frecuencia de Plasmodium,
detectada por ELISA, fue de 54,3% para P. vivax, 37,1% para P. falciparum y
8,6% para P. malariae; por otra parte, el analisis por PCR anidada mostré ser
superior con una positividad de 68%, lo anterior sugiere que la prueba de PCR
fue mas sensible, mostrando especies positivas para Plasmodium, que las
pruebas de ELISA no logré detectar (106).

En el departamento de Cordoba se realizO6 muestreo de anophelinos en
viviendas de diferentes localidades, se extrajo el ADN de pooles de no mas de
10 mosquitos Anopheles de la misma especie usando la metodologia de PCR
anidada propuesta por Snounou; el resultado evidencio que 38 viviendas
resultaron con pooles de mosquitos de Anopheles positivos, 13 viviendas
positivas con P. falciparum (34,2%); 23 con P. vivax (57,8%); y tres con
infecciones mixtas (7,8%) (89), el autor demuestra que la cantidad de
mosquitos en cada pool depende de la abundancia por especie encontrada.
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Recientemente, Rondodn et al, (2019) realizan extraccion de ADN de sangre y
material fecal de primates no humanos, de tres departamentos de Colombia
(Santander, Antioquia y Boyaca), para detectar la presencia de Plasmodium
spp. mediante PCR anidada (105); se encontro la presencia de cinco especies
de Plasmodium (P. falciparum, P. vivax, P. simium, P. malariae y P.
brasillanum); las frecuencias mas altas se encontraron en la especie Alouatta
seniculus con 20% de infeccion de P.vivax/P. simium 'y 40% de P. malariae/P.
brasillanum, ambas en muestras obtenidas a partir de sangre (107),
concluyendo que la metodologia es muy sensible para otras especies de
Plasmodium no humanos.

Finalmente, otro estudio llevado a cabo en los departamentos de Amazonas,
colectaron An. triannulatus a los cuales se les realizd la deteccion de la
infeccion por medio de pruebas de ELISA y confirmacion por medio de PCR
anidada, para el departamento del Amazonas, se encontré una tasa de
infeccion de 1,2% para la localidad de Puerto Narifio y 0,8% para Tarapaca
(108), mostrando que existen otras especies que pueden ser incriminadas en
la transmision y que por el empleo de técnicas convencionales como ELISA
no se tienen datos de la circulacion parasitaria con gran sensibilidad,
disminuyendo la posibilidad de incriminar otras especies de vectores limitando
el establecimiento de estrategias adecuadas de control.

Tabla 2. Descripcion de la deteccidon de Plasmodium en mosquito

LUGAR DE ESIEIIEECIE TECNICA INFECCION REFERENCIA
ESTUDIO VECTOR EMPLEADA | PARASITARIA
Departamento | An. oswaldoi 0,2% Quifiones et
de Putumayo An. rangeli ELISA VK210 8,4% al, 2006 (27)
An. 0,1%
nuneztovari
An. Naranjo-Diaz,
D%peelwréaarﬂggto triannulatus Egg’g;ﬂﬁg; 1,5% et al, 2013
An. darlingi 0,08% (103)
An. 0,05%
nuneztovari
An. ELISA ,
Departamento bennarrochi VK210 1.1% Orjuela ert al,
de Putumayo B VK247 2013 (29)
0,1% ,
Guyana . 1o Girod et al,
Francesa An. darlingi ELISA 00,01530 2008 (55)
An. darlingi ELISA 1,1%
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Guyana

An.

RT-PCR

De Santi et al,

) 6,4%
Francesa marajoara (2016) (58)
ELISA Ahumada et
Meta An. darlingi VK210 0,05% al, (2013)
VK247 (109)
An. o Gutiérrez et
Cérdoba | nuneztovari Vs 0.3% al, (2011)
An. darlingi 1,5% (110)
Puerto o
Carrefio, An. darlingi | ELISA VK210 0,08% Jimenez, et al
. (2012) (111)
Vichada
Narifio An. P. vivax VK210 0.1% Orjuela, et al
calderoni P. falciparum P (2015) (112)
P. falciparum P. i
, An. . o Alvarez et al,
Cordoba | ) eneztovari V'Vaé(\{gzm 0.1% (2012) (97)
P. falciparum P.
Loreto, Perti | An. darlingi | vivax VK210, 1,% 'Z%Tgr(ﬂ g)’
VK247
. . 5
LI\(/I);Z% g:%%glsl’ An. daringi P. falciparum P. 0.98% Florez-
San Martin An. vivax VK210, 0.1% Medoza et al,
y Pert ’ benarrochi VK247 70 (2004) (114)
. An. RT-PCR gen o Prussing et al,
Loreto, Perd | eztovari | rRNA 18S 1.8% (2018) (115)
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3. HIPOTESIS

3.1. HIPOTESIS CONCEPTUAL

La diversidad y abundancia de los mosquitos Anopheles varia a nivel del
intradomicilio, peridomicilio y extradomicilio.

La prevalencia de infeccion por especies de Plasmodium varia entre las
poblaciones de anophelinos y localidades muestreadas.

3.2. HIPOTESIS OPERACIONAL ALTERNA

La diversidad y abundancia de los mosquitos Anopheles varia a nivel del
intradomicilio, peridomicilio y extradomicilio.

La prevalencia de infeccion por especies de Plasmodium varia entre las
poblaciones de anohelinos y localidades muestreadas.

3.3. HIPOTESIS OPERACIONAL NULA

La diversidad y abundancia de los mosquitos Anopheles no varia a nivel del
intradomicilio, peridomicilio y extradomicilio.

La prevalencia de infeccion por especies de Plasmodium no varia entre las
poblaciones de anohelinos y localidades muestreadas.
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4,

OBJETIVO

4.1. GENERAL

Determinar la abundancia y diversidad de las especies de Anopheles y la
frecuencia de infeccion de tres especies de Plasmodium, en los vectores
colectados en dos comunidades del Amazonas Colombiano.

4.2.

1.

ESPECIFICOS

Describir las especies circulantes de Anopheles spp. mediante
clasificacion taxondmica y confirmacion molecular.

Determinar la abundancia de las especies de Anopheles en las
comunidades de Tipisca y Doce de Octubre en el Amazonas
Colombiano.

Establecer la tasa de picadura de las especies de Anopheles de
acuerdo al ecotope evaluado (intradomicilio, peridomicilio y
extradomicilio).

Establecer la tasa de picadura de las especies de Anopheles de
acuerdo a la hora muestreada (entre 6 pmy 11 pm)

Determinar la prevalencia de infeccion por Plasmodium spp y la
distribucion de P. vivax, P. falciparum y P. malariae en las especies de
Anopheles spp identificadas.
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5. METODOLOGIA

5.1. ENFOQUE METODOLOGICO DE LA INVESTIGACION

Este estudio corresponde a una investigacion con enfoque empirico analitico
de tipo cuantitativo, y se desarroll6 en el marco del proyecto “Estrategias de
prevencion y control de malaria en el Amazonas, en respuesta al reciente brote
de la enfermedad”, proyecto financiado con recursos del Sistema General de
Regalias y el Fondo Colombiano de Ciencia, Tecnologia e Innovacion, bajo el
convenio de cooperacion especial entre la Gobernacion de Amazonas vy la
Fundacion Instituto de inmunologia de Colombia (proyecto BPIN-266 vy
acuerdo especial de cooperacion— FIDIC N° 0020) (ANEXO 1).

5.2. TIPO DE ESTUDIO

Se realizdé un estudio observacional analitico de tipo transversal basado en
informacion primaria obtenida de la captura de las poblaciones de Anopheles
spp. circulantes en las comunidades de Tipisca y Doce de Octubre en el
Amazonas Colombiano, analizando la abundancia de las poblaciones en
diferentes ecotopes y horas de muestreo, asi como la frecuencias de tres
especie de Plasmodium (P. vivax, P. falciparumy P. malariae).

5.3. POBLACION

La poblacion de estudio fue definida como los mosquitos del género
Anopoheles y de caracteristica antropofilica ubicados en los tres ecotopos
(intradomicilio: interior de la vivienda; peridomicilio: ubicado en el espacio entre
la vivienda y a no mas de 20 metros; y extradomicilio: ubicado a mas de 20
metros y el limite de bosque) definidos para su muestreo.

5.4. DISENO MUESTRAL

La poblacion de estudio fue colectada en las comunidades de importancia
epidemiologica que de acuerdo con los datos registrados en SIVIGILA, en el
departamento del Amazonas, durante el afno 2013 se presentd un aumento
significativo de casos, nunca antes registrado, y dos afios mas tarde (2015) se
registro el ailo con mas casos de malaria de la década. Los casos disminuyen
paulatinamente durante los siguientes anos (jError! No se encuentra el o
rigen de la referencia.
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); sin embargo, estos picos de infeccibn desencadenaron una serie de
acciones de los entes departamentales y convenios con instituciones de
investigacion en salud, para lograr la atencion oportuna del brote de malaria.
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Grafica 1. Numero de casos de Malaria en el Departamento de Amazonas
2011 - 2017. Tomado de SIVIGILA. 2011-2017

Segun el SIVIGILA, en el afo de 2015 el municipio de Puerto Narifio registro
el 34,2 % (n=1421) de los casos de malaria en el Departamento de Amazonas.
Se encontré circulacion de P. vivax (n=1298; 91,3%) y P. falciparum (n=109;
7,7%) e infecciones mixtas (n=14; 1,0%) en la poblacion. De las 20
comunidades indigenas y el casco urbano del municipio, las comunidades de
Tipisca y Doce de Octubre registraron el 50,9% (n=723) de los casos, siendo
las comunidades de mayor riesgo de malaria.

Las viviendas en cada lugar de muestreo fueron seleccionadas por
conveniencia de acuerdo con las indicaciones de los promotores de salud de
cada comunidad, el cual manifestada caracteristicas como abundancia de
mosquitos, cercania con factores de riesgo, casos de malaria y seguridad para
los participantes del estudio.

Las capturas fueron realizadas de 6 pm a 12 pm. Cada hora consistia en un
muestreo de 50 min y 10 de descanso que eran aprovechados para cambio de
sitio de muestreo y rotulado de material de captura. Luego cada mosquito
capturado se almacenaba y rotulaba con informacion de colecta (Hora,
Ecotopo, Lugar, fecha, nombre de colector).
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5.5. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES

Se definié como variables dependientes a las especies de mosquitos
Anopheles capturados y a los resultados de infeccion de An. darlingi por
Plasmodium spp.

Se definié como variables independientes a los lugares de Muestreo (Tipisca
1, Tipisca 2 y Doce de Octubre) y a los ecotopos (intradomicilio, peridomicilio
y estradomicilio).

5.6. TECNICAS DE RECOLECCION DE LA INFORMACION

Este estudio se llevo a cabo el mes de Junio del 2016 en dos comunidades
indigenas del departamento del Amazonas - Colombia, estas comunidades
fueron tenidas en cuenta para la toma y captura de los individuos por los
criterios de cercania a afluentes del rio Amazonas, accesibilidad para el
muestreo, seguridad para el personal de captura de vectores y por
corresponder a zonas de relevancia epidemiolégica en términos de
enfermedades transmitidas por vectores.

Las comunidades muestreadas fueron Doce de Octubre (DO) y Tipisca (Tp)
(Grafica 2), para esta ultima localidad se llevaron a cabo dos muestreos con
intervalos de tiempo de tres semanas y seran llamados de ahora en adelante
Tp1y Tp2, estos dos muestreos se llevaron a cabo debido a que la comunidad
Tipisca fue la de mayor relevancia epidemiologica, ademas de ser de mas facil
acceso y por previos trabajos llevados a cabo con su comunidad; dentro de
cada zona fue seleccionada una (1) vivienda a muestrear, la seleccion de ésta
fue preferencial de acuerdo con las recomendaciones de los promotores de
salud, quienes por su conocimiento de la dinamica local indicaron la zona de
mayor abundancia de mosquitos (Grafica 3).
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Grafica 2. Mapa de ubicacién de las comunidades de muestreo.

5.6.1. Captura, almacenamiento y transporte

En cada comunidad se realizé un muestreo durante tres dias consecutivos, en
cada vivienda se realizo la colecta de especimenes diaria entre las 6:00 pm a
11:00 pm, realizando simultaneamente la toma en los tres ecotopes de la
vivienda, intradomicilio (dentro de la vivienda), peridomicilio (entre 0 a 10
metros de la vivienda) y extradomicilio (mayor de 20 m de distancia), con un
tiempo de muestreo de 50 min y 10 de descanso. Los mosquitos se capturaron
con el método de cebo humano protegido (116,117).

Cada colector contaba con un consentimiento informado, revisado y aprobado
por el Comité de Etica (ANEXO 5). Los colectores cambiaron de sitio cada
hora, para evitar el posible sesgo debido a diferencias en atraccion y habilidad
del personal para las capturas.

Todos los especimenes fueron almacenados en seco, individualmente y en

tubos de ensayo con silica gel. Para cada individuo se tomo el dato de hora de
colecta, area y sitio de captura. Por ultimo, las muestras se transportaron al
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laboratorio de Biologia Molecular la Fundacion Instituto de Inmunologia de
Colombia (FIDIC) para su identificacion taxonomica y analisis molecular
(Grafica 3)..

5.6.2. Identificacion taxonémica y molecular de las especies de
mosquitos

Para la identificacion taxondmica por morfologia de los individuos, se empled
la clave dicotomica de Gonzalez y Carrejo (65) y la de Wilkerson et al, (118).
Las claves para mosquitos hembras tienen en cuenta los patrones de manchas
en las alas y en los miembros posteriores para su identificacion a especie
(65,119).

Para el analisis molecular se tom6é una muestra representativa de los
individuos colectados, teniendo en cuenta la localidad de captura, el ecotope
muestreado y la identificacion a nivel taxonomico. EI ADN barcoding, se llevo
a cabo amplificando una region de 710 pb con primers especificos (LCO1490
y HCO2198) dirigidos hacia un fragmento del gen mitocondrial cytocromo ¢
oxidase subunit | (COIJ) (84,86). Este gen es aceptado como estandart, debido
a su robustez, exactitud y poder de resolucion (120). El tamafio de la muestra
fue calculado basado en la abundancia de especies, se asumid una proporcion
de 0,5, una precisidén de 0,05 y un coeficiente de intervalo del 95%; se obtuvo
un tamano minimo de 163 individuos. Este calculo fue obtenido del comando
sampsi en el software STATA® (version 12). Adicionalmente, una sub muestra
proporcional al numero original de mosquitos colectados de cada localidad fue
seleccionado para la secuenciacion de un segmento del gen COl. Para la
confirmacion molecular de las especies menos abundantes, todos los
individuos fueron secuenciados.

Para la obtencién del DNA de los mosquitos fueron usadas las patas, la
extraccion se llevd a cabo con el kit comercial Genomic DNA Mini Kit®
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante; las muestras fueron
eluidas en un volumen final de 50 pl en buffer que contenia 10 mM Tris—HCl y
0.1 mM EDTA a pH 9,0, almacenado a -20°C para su uso.

Posteriormente, el kit ReadyMix PCR fue usado para los ensayos de PCR en
un 50 pl de mezcla de volumen conteniendo KAPA HIFI HOTSTart (Kapa
biosystems) y 0,2 yM de cada primer. Las condiciones del ciclo térmico
consistid en una denaturacion inicial a 94°C por 1 minuto, 40 ciclos de
amplificacion de 94°C por 40 segundos, 52°C por 40 seguidos y 72°C por 1
minuto, seguido por un paso final de elongacion de 72°C por 5 minutos.

Los productos de amplificacion fueron observados en geles de agarose al
1,5% (Invitrogen) tefidos con SYBR safe y visualizados en un MiniBIS Pro
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image (DNR Bio-imaging Systems). La purificacion se llevo a cabo utilizando
el kit Wizard® genomic DNA purification, siguiendo las recomendaciones del
proveedor, estos productos fueron enviados a secuenciar en un secuenciador
ABI-3730 XL (Macrogen, Seoul, South Korea).

5.6.3. Analisis evolutivos del Gen COI

Para el analisis del gen COl la secuencias fueron editadas y ensambladas
utilizando el programa CLC Genomics Workbench Version 3.6.5 (CLC Bio,
Cambridge, Ma, USA).

Las secuencias fueron comparadas y analizadas con las secuencias de
referencia disponible en la base de datos de GenBank con los codigos de
acceso descritos a continuacié: KP193458.1, JF923693.1, JF923694.1,
JF923695.1, MF381713.1, MF381596.1, MF381733.1, MF381650.1,
MF381626.1, MF381726.1, MF381725.1, MF381671.1, MF381589.1,
MF381728.1, MF381675.1, MF381608.1, HM022406.1, KU892052.1,
KU892055.1, KU892053.1, KU892051.1, KU892054.1, KU892056.1,
KU892057.1, KU892058.1, KU892059.1, KU892060.1, KC555065.1,
GQ918272.1, GQ918273.1, DQO76235.1, DQ076236.1.

Inicialmente, las secuencias fueron obtenidas en formato fasta y fueron
sometidas a una comparacion inicial, a través de alineamiento multiple, usando
el algoritmo MUSCLE (121). Por otra parte las secuancias del gen COI
obtenidas del desarrollo del presentre proyecto fueron ingresadas en la base
de datos de GenBank (numero de acceso MH924354-MH924552), para que
sean de acceso publico.

El sofward DnaSP (v5) (122), fue empleado para calcular la cantidad de sitios
segregantes (S), el numero de singletons (Ss), sitios de parsimonia (P),
numero de Haplotipos (H) y la diversidad de nucleotidica (11), para la
construccion y analisis de la red de haplotipos se empleo el programa
NETWORK v5.1, con el algoritmo Median-joining network (123), esta
aproximacion permitio evaluar las mutaciones, distribucion y frecuencia y que
dan lugar a los haplotipos encontrados en el fragmento del gen COl.

5.6.4. Deteccion molecular de Plasmodium e identificacion de
especie

Para la deteccion de la infeccion parasitaria en los individuos colectados,
fueron recuperadas la cabeza y toérax del mosquito, posteriormente se les
realizd extraccion del ADN, segun el protocolo previamente descrito,
finalmente las muestras fueron agrupadas en pooles de no mas de 5
individuos, obteniendo un total de 228 muestras para el analisis molecular.
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La deteccion parasitaria se realizé empleando la técnica de PCR anidada, una
primera amplificacion empleo primers especificos para la subunidad ribosomal
18s (ssRNA), posteriormente el producto de esta primera PCR fue utilizado
como blanco de amplificacién para la identificacion de tres especies de
Plasmodium (P. vivax, P. malariae y P. falciparum), usando los primers
especificos para cada especie (105) todas las condiciones de la mezcla y
amplificacion fueron descritas en un trabajo previamente publicado por nuestro
grupo de investigacion (60).

Como control negativo fueron empleadas hembras de Anopheles albimanus
criadas en laboratorio y libres de infeccion parasitaria y como control positivo
se infectaron hembras de la misma especie con gametocitos de la cepa NF54,
segun el método de infeccion por membrada artificial de Looker & Taylor-
Robinson 2014 (124).

5.7. CONTROL DE ERRORES Y SESGOS

Se control6 el sesgo de captura de los técnicos mediante el cambio de ecotopo
a cada de hora de muestreo. De esta manera se controlo el sesgo por
capacidades técnicas en la captura, o por atrayente.

Se delimitd los sitios de muestreo en introdomicilio, peridomicilio y
extradomicilio. El intradomiclio fue delimitado dentro de la vivienda. El
peridomicilio se establecié un espacio intermedio entre el limite de la vivienda
y los 20 metros de distancia (10m) para evitar el sesgo de densidad poblacional
por efectos de la residualidad de los insecticidas impregnados en las viviendas

5.7.1. Analisis Estadistico

Las variables cuantitativas (el numero de individuos e infeccion por
Plasmodium) fueron reportadas, con su respectiva media y desviacion
estandar (DE) y se prob6 normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk. Las
variables categdricas (tiempo, sitio y ecotopo) fueron expresadas en
frecuencia y porcentaje con un intervalo de confianza del 95% (Cl 95%). El test
de Fisher o Chi? fue usado (dependiendo del valor que fue observado) para
evaluar la diferencia entre los porcentajes.

La actividad de picadura fue calculada como la media geométrica de los
mosquitos encontrados por hora en las seis horas de muestreo en cada
localidad. El analisis estadistico fue desarrollado a través de analisis de
varianzas (ANOVA) y ajuste post-test de Bonferroni, para evaluar las
diferencias en la cantidad de mosquitos colectados por hora, localidad y sitios
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(Intradomicilio, peridomicilio o extradomicilio) los valores p< 0,05 se
consideraron como estadisticamente significativos. Todos los datos fueron
analizados usando el software STATA® (version 14) para analizar los datos,
licenciado para la Universidad Nacional de Colombia (UNAL).
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Gréfica 3. Flujograma de la metodologia aplicada
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6. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio se encentra en el marco de un macoproyecto de
investigacion titulado “Estrategias de prevenciéon y control de malaria en el
Amazonas, en respuesta al reciente brote de la enfermedad” (ANEXO 1.
Proyecto BPIN-266, acuerdo especial de cooperacion Gobernacion de
Amazonas — FIDIC N° 0020), aprobado y supervisado por la Escuela de
Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad del Rosario (EMCS), Comité
de Investigaciones Eticas (CEI) (Colombia: resolucién CEI-ABN 026-0001061)

(

ANEXO 2). Adicionalmente, el Comité Institucional para la Conservacion y Uso
Sostenible de la Biodiversidad de la Universidad CES (Comité de Etica de la
Biodiversidad), mediante Acta No. 12 del 15 de noviembre de 2018 considera
que el proyecto cumple con los lineamientos solicitados por el comité,
relacionados con el cumplimiento de la normatividad en materia de recoleccién
de especimenes de la diversidad bioldégica (ANEXO 3);y el Comité Institucional
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de Etica de investigacién en Humanos Universidad CES, mediante Acta No.
99 del 29 de enero de 2019, establece que el proyecto se encuentra adscrito
al grupo de investigacion Biologia Molecular e Inmunologia (BIOMOL) y que
esta cefiido a los principios éticos que regulan la investigacion en seres
humanos y que el equipo de investigacion es idoneo para desarrollar el
proyecto de acuerdo con los principios de validez y confiabilidad, por
consiguiente, se aprueba el proyecto por el tiempo que dure su ejecucion
(ANEXO 4).

7. RESULTADOS

7.1. Identificacion morfolégica de las especies de mosquitos y
analisis DNA Barcode

Un total de 1.086 especimenes fueron colectados en los tres muestreos
realizados; 21 de estas (2,3%) perdieron partes importantes del cuerpo
durante la captura (alas y/o patas) y no se pudo determinar taxondmicamente
mediante las técnicas basadas en su morfologia; 1.065 especimenes fueron
determinados taxondmicamente (usando las claves dicotomicas de Gonzales
y Carrejo, y las de Wilkerson et al.) (65,118). La determinacién taxonomica
encontrd a An. darlingi (n=1,057; 99,2%) como la especie predominante en la
poblacién y unicamente otro anophelino, fue colectado en el estudio, An.
mattogrossensis (n=4; 0,4%). Un solo género de la subfamilia Culicinae fue
encontrado en el estudio, correspondiendo a Culex spp. (n=4; 0,4%) (Gréfica 4).
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Grafica 4. Nimero total de espcies capturadas por lugar muestreado.

La identificacion molecular por DNA barcode se realizd6 sobre 214
especimenes, seleccionados para la confirmacion por secuenciaciéon de un
fragmento del gen COI. Los resultados del DNA barcode identifico a Culex
nigripalpus (n=2) y Culex ribeirensis (n= 2). Asi mismo, de las 210 muestras
restantes fue An. darlingi; dentro de las cuales se cuentan 14 especimenes
que presentaron pérdidas de partes claves para su determinacion morfologica,
cuatro fueron determinadas taxonomicamente como An. mattogrossensis y
185 que concuerdan con los encontrados usando las claves dicotomicas.

7.2. Variacion de la abundancia de mosquitos de acuerdo con el
area de estudio

Dos areas de estudio de dos comunidades indigenas del Amazonas
colombiano fueron muestreadas. La primera toma se llevé a cabo en Tipisca
(Tp1), donde se capturaron un especimen de Culex ribeirensis (0,4%: 0,004-
1,095%ClI); uno de An. mattorossensis (0,4%; 0,0004-1,0 95% Cl) y 522 An.
darlingi (99,6%-99,9% 95%CIl). En este primer muestreo en Tp1 se encontro
que la hora de mayor frecuencia fue a las 11:00 pm (n=116, 22,1%) (Grafica
7iError! No se encuentra el origen de la referencia.), y el ecotopo
extradomicilio fue el de mayor colecta de mosquitos (n=280; 53,6%) (Grafica
5 y Grafica 6).
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Grafica 7. Numero total de mosquitos capturados en Tipisca 1 (Tp1). Las
barras muestran el numero total de mosquitos capturados en cada hora de

muestreo, mientras que las lineas corresponden a la cantidad de moquitos
capturados en cada ecotopo.

Teniendo en cuenta la alta densidad de mosquitos para esta area una segunda
toma de especimenes fue llevaba a cabo (repitiendo el muestreo tres semanas
después en la casa seleccionada para la primera toma- Tp2); en este muestreo
se capturaro un especimen de Culex (0,4%: 0,004-1,095%Cl) y 419
especimenes de mosquitos de la especie An. darlingi (99,8%:98,6-99,9, 95%
Cl), la hora de mayor abundancia fue a las 9:00 pm (n=92; 21,9%), y el ecotopo
de mayor colecta fue el peridomicilio (n=257; 61,3%) (Grafica 11, Grafica 13
y Grafica 15).
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Grafica 8. Media de mosquitos capturados por hora de cada una de los sitios
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Grafica 9. Media de mosquitos capturados por hora de cada los lugares
muestreados. Con su respectiva desviacion estandar.
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Grafica 11. Media de mosquitos capturados por hora de cada uno de los
lugares muestreados. Con su respectiva desviacion estandar.
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Grafica 13. Numero total de mosquitos capturados en Tipisca 2 (Tp2). Las
barras muestran el numero total de mosquitos capturados en cada hora de
muestreo, mientras que las lineas corresponden a la cantidad de moquitos
capturados en cada ecotopo.

En la localidad de Doce de Octubre se colectaron un menor numero de
mosquitos, se encontr6 121 especimenes, dos de las cuales fueron
clasificadas como Culex nigripalpus (1,6%:0.2-5,8, 95%CI), tres como An.
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mattogrossensis (2,5%: 0,5-7,0 95%Cl) y 116 (95,9%: 90,6-98,6, 95%CIl) como
An. darlingi. La mayor abundancia de esta especie fue a las 7:00 pm (n=25;
20,6%) y 8:00 pm (n=25; 20,6%). El ecotopo de peridomicilio fue el de mayor
captura (n=73; 62,9%) (Grafica 15).
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Grafica 14. Media numero de mosquitos de acuerdo al ecotopo y a la hora
de muestreo. Las barras muestran la media total de mosquitos de acuerdo
con el la hora de muestreo, mientras que las lineas muestran la media de
mosquitos por ecotopo muestreado.
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Grafica 15. Numero total de mosquitos capturados en Doce de Octubre
(DO). Las barras muestran el numero total de mosquitos capturados en cada
hora de muestreo, mientras que las lineas corresponden a la cantidad de
moquitos capturados en cada ecotopo.

7.3. Abundancia y tasa de picadura de An. darlingi en las areas
muestreadas

Teniendo en cuenta que An. darlingi fue el mosquito mas frecuente en las
comunidades muestreadas, se realizé la comparaciéon de la media del numero
de individuos de esta especie, capturados por area, hora y ecotope. Los
resultados mostraron que Tp1 tiene la media mas alta de mosquitos (media =
26,3; DE: 14,6) entre las areas evaluadas, seguido por Tp2 (media=23,2; DE:
10,2) y DO (media= 6,4; DE:6,3) Grafica 9y Grafica 11).

La diferencia de la abundancia del vector por area de muestreo fue evaluada
usando ANOVA, los resultados mostraron que el analisis de varianzas fue
estadisticamente significativos. Usando la correccion de Bonferroni, test post-
hoc nos muestra diferencias significativas entre el Tp1 y DO (p=0,001) y Tp2
y DO (p=0,001).

Asi mismo, se evalud el tiempo en el cual An. darlingi fue mas frecuente en
cada area muestreada. Este analisis mostré6 que los mayores tiempos de
presencia del mosquito en cada area fue sobre las 11:00 pm para Tp1 (media
= 38,6, DE: 8,3) y las 9:00 pm para Tp2 (media = 30,6; DE: 12,4), finalmente
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dos horas fueron reportadas en DO, a las 7:00 (media= 8,3; DE:11,0) y a las
8:00 pm (media= 8,3; DE:10,4) con las densidades mas altas (Grafica 10,
Grafica 11 y Grafica 12); un analisis de varianzas para establecer si existian
diferencias entre las horas de toma y la zona de muestreo mostraron que esas
medias fueron estadisticamente significativas (p=0,001; ANOVA test), y un test
post-hoc usando la correccion de Bonferroni mostré diferencias significativas
en la abundancia entre las tres horas muestreadas: 9:00pm en Tp1 y DO (p=
0,013) y entre Tp2 y DO (p=0,038), 10:00 pm en Tp1 y DO (p=0,010), y 11:00
pm en Tp1y DO (p=0,010).

Por otra parte, la densidad y tasa de picadura de acuerdo con el ecotopo de
muestreo fue determinadas; el peridomicilio tuvo la media mas alta de
moquitos capturados (media=31,0; DE 19,2), seguido de extradomicilio
(media= 26,6; DE: 20,6) finalmente el ecotope de menor de densidad fue el
intradomicilio (media=1,1; DE:1,6) (Grafica 8, Grafica 12). Al evaluar el
comportamiento de la media por ecotope para cada comunidad muestreada,
los resultados mostraron que el extradomicilio en Tp1 fue el ecotope de mayor
densidad (media=46,6; DE:19,1), seguido por el peridomicilio en Tp2 (media=
42.8; DE :12,7). La prueba de ANOVA para la densidad de mosquitos de cada
ecotopo, mostrando resultados estadisticamente significativos para el
peridomicilio (p=0,0041) y extradomicilio (P=0,004).

En este mismo contexto, se analiz6 de la hora de mayor abundancia para cada
ecotope, los resultados mostraron que para el peridomicilio la hora de mayor
densidad fue las 8:00 pm (media=42,8, DE: 20,6), mientras que para
extradomicilio se present6 a las 11:00 pm (media=40,6; DE: 36,6) (Grafica 12);
el analisis estadistico ANOVA, no muestra diferencias estadisticamente
significativas.

7.4. Infeccidon Natural y detecciéon de especies de Plasmodium

La deteccidn parasitaria se realizé empleando PCR, un total de 224 grupos de
An. darlingi fueron analizados a través de la técnica, donde 106 pools
correspondian a Tp1, 90 a Tp2 y 28 a DO. EI ADN de Plasmodium fue
detectado en 91 de los 224 pools analizados (40,6%: 34,1-47,3 95%Cl); P.
vivax fue la especies mas frecuente (n=49, 21,9%), seguida de P. malariae
(n=47, 21,0%) y P. falciparum (n=23, 10,3%) en menor proporcion, esta
distribucion fue estadisticamente significativa (p=0,001).

Al evaluar las infecciones parasitarias de acuerdo a la comunidad muestreada
los resultados mostraron que Tp1 fue la zona donde hubo mayor deteccion de
Plasmodium (n=68, 64,2%) mientras que Tp2 fue la de menor prevalencia
parasitaria (n=17, 18,9%) (Grafica 16). En cuanto a la deteccion de las
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especies parasitarias, P. malariae tiene la mayor prevalencia en Tp1 (n=44;
41,5%) siendo esta estadisticamente significativa (p=0,001), mientras que P.
vivax tuvo la mas alta frecuencia en Tp2 (16,7%) y DO (14,3%) (Grafica 16).

m Total de Infeccién mP. vivax m P. malariae _P. falciparum
70

60

64.2
41.5
40
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Comunidades muestreadas
Grafica 16. Frecuencia relativa de infeccion por Plasmodium spp por
comunidad muestreada.

Porcentaje de infeccion (%)

S

Siete de los pooles analizados fueron del ecotopo de intradomicilio, siendo
éste ecotopo el que presentd menor deteccion parasitaria (n=1, 14,3%),
encontrando exclusivamente P. vivax; 115 pooles fueron analizados en el
peridomicilio, 44 de ellos (38,3%) presentaron ADN del parasito, siendo P.
vivax (n=29, 25,2%) la especie mas representativa. En el ecotopo de
extradomicilio se encontré que 46 de 102 pooles evaluados (45,1%)
presentaron infeccion por Plasmodium spp, siendo P. malariae (n=28; 27,5%)
la mas frecuente (Grafica 17).
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Grafica 17. Frecuencia relativa de Plasmodium spp, por ecotopo de
muestreo.

En cuanto a las infecciones mixtas, 24 (26,4%) de ellos presentaron infeccion
por mas de una especie parasitaria (Grafica 18), la infeccion mixta de mayor
aparicion fue P. vivax y P. malariae (n=15; 16,5%) . Finalmente, al evaluar la
presencia parasitaria en los 4 especimenes de An. mattogrossensis
capturados, los resultados mostraron que en 2 (50%) de ellos el DNA
parasitario fue detectado, siendo infectados exclusivamente con P. vivax.
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Grafica 18. Frecuencia de muestras de pooles con presencia una, dos, y tres
especies de Parasitos.

Analisis evolutivo del gen COI

El analisis del fragmento amplificado del gen COI de las 199 secuencias de
An. darlingi mostré 40 SNPs en 596 bp analizadas. Tomando las secuencias
obtenidas en la Amazonia Colombiana y las disponibles en GenBank del
departamento de Coérdoba como un solo set de datos (Colombia) se
observaron solo 20 SNPs. Al analizar 15 secuencias provenientes de Brasil se
observé 26 SPNs (Tabla 3).

En cuanto a la diversidad nucleotidica por sitio (x), los valores mas altos se
observaron en las secuencias provenientes de Brasil, seguida Cdrdoba,
mientras las secuencias provenientes de la Amazonia mostraron el valor de n
mas bajo (Tabla 3). Los valores = fueron similares entre los sitios de muestreo.

Tabla 3. Estimadores de Diversidad Genética
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Todos | Colombia | Amazonas Tp Tp Pe Tp Ex Tpin DO DOPe | DOEx | Cérdoba| Brasil
N 231 210 199 145 69 61 15 52 29 23 11 15
SITIO 959 6060 666 666 666 666 666 666 666 666 606 643
Ss 40 20 22 13 13 11 10 19 12 15 8 26
S 21 9 8 2 3 3 2 7 2 5 7 12
Ps 19 11 14 11 10 8 8 12 10 10 1 14
H 35 18 28 9 8 5 5 21 12 14 7 14
Hd 0.800 0.764 0.770 0.699 0.756 0.615 0.771 0.895 0.949 0.949 0.873 0.990
m 0.00365 | 0.00297 0.0055 0.00548 | 0.00599 | 0.00474 | 0.005778 | 0.00537 | 0.00574 | 0.00574 | 0.00264 | 0.01059
(DE) |(0.0002) | (0.0002) | (0.0002) |(0.0002)|(0.0003)|(0.0004) | (0.0007) |(0.0005) |(0.0007) |(0.0007) | (0.0007) | (0.0009)

N: cantidad de secuencias analizadas; Sitio: total de sitios analizados,
excluyendo los gaps; Ss: total de sitios segregados; S: el total de los sitios
sencillos; Ps: total se sitios parsimoniosos; H: Numero de haplotipos; 1r:
Diversidad de nucleotidos por sitio; DE: desviasion estandar; Hd: Diversidad

de haplotipos.

Abreviaciones: Tipisca (Tp); Tipisca peridomicilio (Tp Pe); Tipisca
extradomicilio (Tp Ex); Tipisca intradomicilio (Tp In); Doce de Octubre (DO);
doce de octubre peridomicilio (DO Pe); Doce de Octubre Extradomicilio (DO

Ex).

Una red de haplotipos fue inferida para evaluar si la migracion esta involucrada
en la diversidad del locus del COIl. Muchos haplotipos fueron compartidos entre
poblaciones y subpoblaciones. Sin embargo, algunos haplotipos fueron
restringidos a subpoblaciones particulares (Grafica 19).
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Grafica 19. Median joining network. La grafica muestra los haplotipos de COI
identificados para los mosquitos recolectados en el amazonas colombiano,
algunos haplotipos fueron incluidos dentro de otros haplotipos usando el
algoritmo Contraction Star (125). para simplificar la interpretacion de la red,
cada nodo es un haplotipo y el tamano de este indica la frecuencia. Las
lineas conectan los haplotipos representativos, las diferentes rutas
mutacionales, los median vectores son las secuencias ancestrales que
explican la relacion y el origen evolutivo.

69



8. DISCUSION

La diversidad del género Anopheles en Colombia es amplimente favorecido
por una variedad de habitats, que proveen condiciones ambientales propicias
para el desarrollo del mosquito, su dispersion y persistencia en los diferentes
habitats (9,10,14,53). Diferentes vectores primarios se encuentran
ampliamente distribuidos a través del territorio nacional, por lo que sus
patrones de picadura y ecologia varian de acuerdo a las condiciones propias
de cada region, por lo que tales aspectos deben ser evaluados para cada
poblacion de manera tal que la informacion generada permita mejorar la
eficiencia de las herramientas de prevencion y control actualmente
implementadas en nuestro pais (126,127).

Los resultados del estudio mostraron una baja diversidad de Anophelinos en
el area de muestreo comparada con la reportada en otros sitios de la region
amazonica colombiana, donde 7 especies del subgénero Nyssorhynchus
fueron encontradas (An. Oswaldoi, An nuneztovari, An. triannulatus, An.
rangeli, An. neomaculipalpus, An. mattogrossensis, An. apimacula y An.
peryassui) (9,91,126). No obstante, estudios donde se han reportado una
mayor diversidad corresponden a investigaciones llevada cabo en en
temporadas distintas y con tomas de muestra en una mayor periodicidad.

La dominancia de ciertas especies de anophelinos ha sido asociada con
transformacién del ambiente, especialmente en la region de amazonas
brasilero donde los cambios de estos ecosistemas ha sido reportado con tener
un impacto directo en la presencia de otras especies de mosquitos de este
género, algunas especies ha empezado a desaparecer por causa de la gran
exposicion a la luz o a la falta de plantas acuaticas frecuentes en los criaderos
de los mosquitos, tales condiciones afectan el desarrollo de las formas
inmaduras (128,129). La cantidad de mosquitos disminuyen gradualmente
cuando tales periodos de transicién aparecen, debido a la perdida de areas de
desarrollo, o al retroceso de las lluvias y la disminucion de los estanques
naturales de aguas, causado por la inminente llegada de la temporada seca

(9).

No obstante, en este estudio An. darlingi fue la especie dominante en los dos
sitios de muestreo; este es consistente con previos reportes, que ha descrito
esta especie como el vector primario en la region del Amazonas, debido a su
marcada tendencia antropofilica, gran abundancia, alta capacidad endofagica
y su susceptibilidad a las infecciones por las especies de Plasmodium spp.
(128). Este vector ha sido descrito previamente como uno de los de mayor
adaptabilidad a diversos habitats, incluyendo las areas intervenidas por
actividades humanas (56,67,130).
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Si bien no se encontro diversidad de especies de anofelino, los resultados
reportaron una alta densidad de mosquitos, superior a lo previamente
reportado, durante la misma época del afo (9,57,130). Esto indica que en
estas zonas del amazonas colombiano, existen habitats adecuados que
contribuyen a la aparicion de grandes densidades del vector, por lo que se
hace necesario la implementacion de medidas de control poblacional
interviniendo el habitat durante la época seca antes de la llegada de la
temporada de lluvias (131). En épocas de transicion entre las lluvias y la
sequia, las zonas inundables en la Amazonia se convierten en sitios de cria
gue son aprovechados por los anofelinos, auspiciando el incremento de su
densidad de manera vertiginosa como se ha reportado en el caso de An.
darlingi, la cual es una de las primeras especies que colonizan estos sitios
(14,132) ya que es se adapta una diversidad de habitats (133); lo anterior
podria explicar la ausencia de otras especies de anofelinos.

Por ofra parte, An. darlingi demostré un patrén de comportamiento exofagico
en las areas estudiadas, esto debido al hallazgo de la alta presencia en el
peridomicilio y extadomicilio. La actividad de picadura fue constante durante la
noche, con un pico a las 21:00 pm. Esa marcada presencia en los alrededores
de los asentamientos humanos se ha discutido anteriormente y ha de estar
determinada por diferentes variables como el uso de insecticidas en las casas,
administrados por las estrategias de control de la zona, asi como el uso de
toldillos impregnados de alta duracion (TILD), el tipo de construccidn y el area
en donde se realizo el muestreo (15,51,134). Esto resultados sugieren posibles
cambios en el comportamiento de An. darlingi.

Reportes previos en muestreos de estas areas muestran que este mosquito
se comporta de forma endofagica, con una marcada actividad a de 6 a 11 pm;
y de forma exofagica, con un pico de actividad a las 10:00 pm. Esta area es
habitada por la étnica Ticuna y Huitoto la cual obtiene la sustentabilidad de la
pesca y la agricultura y por lo general no se encuentran activos después de
las 9:00 pm, aumentando la exposicion del mosquito (9). La exofagia de An.
darlingi sugiere, por nuestros resultados, que no se encuentra determinada por
las costumbres de los habitantes. Investigaciones futuras se debe incluir
informacion del comportamiento de la poblacion, para poder determinar las
relaciones entre el comportamiento del mosquito y la ocupacion antropica.

Adicionalmente, el comportamiento de picadura de An. darlingi en este estudio,
puede estar asociado con la cercania de las areas de coleccion con la selva y
la estructura de las viviendas. Se ha sugerido que estas viviendas construidas
principalmente de madera, presentan gran numero de agujeros y se
construyen sin mallas de proteccion. Adicionalmente los habitantes de las
zonas, tienen practicas como mineria o agricultura que favorecen la induccion
de este anofelino a ser exofagico, debido a la facilidad del contacto que ofrecen
entre el vector y el hombre (135,136).
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Por otra parte, el analisis de la diversidad del marcador COl revel6 que no hay
diferencias en la estructura poblacional de los vectores colectados de acuerdo
al area de muestreo, esto sugiere un considerable intercambio genético entre
los mosquitos de An. darlingi de ambas comunidades, quizas causado por las
condiciones ambientales y geograficas similares en Tipisca y Doce de Octubre.
Estudios anteriores destacan la gran diversidad micro-genética por habitat y
por estacion, algunas relacionadas a degradacion forestal en areas rurales
cercanas a comunidades en Brasil y Peru que presentaron cambio abrupto de
las condiciones ambientales afectando la tasa de reproduccién, alimentacién
y supervivencia (137,138).

Aunque la abundancia de An. darlingi difiere en cada comunidad, no se
encontrd diferencias marcadas en la diversidad genética (evaluada por el gen
COl) por lo que nuestros resultados sugieren que tales diferencias no son
determinantes para la variacion de la estructura poblacional de An. darlingi.
Estudios previos han observado que la variacion entre las poblaciones o
comunidades destacan la cantidad de mosquitos que podrian, en parte,
explicar por la plasticidad del comportamiento en respuesta a las variaciones
ambientales de los sitios de muestreo (139).

Se observd que las secuencias obtenidas de la region del amazonas
colombiano estan relacionado con las del amazonas brasilefio, de acuerdo con
la estructura de la poblacién con el marcador COI, y previos reportes de
América Central y del Sur. Tales diferencias de la poblacion de An. darlingi fue
relacionada con el aislamiento debido a la distancia entre la poblacion y los
eventos geologicos que cual aislo los mosquitos de Centro Ameérica del resto
de los anophelinos del Sur América (50).

Sin embargo, la similitud entre los haplotipos de Brasil y los obtenidos en este
estudio pueden ser debidos a eventos demograficos y ecoldgicos que evitan
la pérdida de identidad de los mosquitos (140). Nuestros resultados
concuerdan con datos documentados previamente; una diferencia genética ha
aparecido entre poblaciones colombianas de An. darlingi de las regiones del
nor-oeste y de sur-este, las de las llanuras orientales de Colombia y la region
amazonica colombiana estan genéticamente mas cerca de las poblaciones de
otros paises de Ameérica del Sur (110).

Por otra parte, las tres especies de Plasmodium reportados para Colombia
fueron encontrados en las hembras de An. darlingi capturadas en la zona de
estudio, asi como en comunidades que viven en el norte de Brasil, en el sur
de Venezuela y en la Guyana Francesa, con prevalencias de P. malariae, en
las poblaciones estudiadas, mas baja que las de P. vivax y P. falciparum
(28,55,141). Nuestros resultados mostraron un alto porcentaje de infeccion de
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P. malariae en las hembras de An. darlingi, 1o que se observa en otros estudios
epidemiologicos realizados en esta zona (60).

Previos estudios han propuesto una posible explicacion a la baja probabilidad
de encontrar P. malariae en mosquitos debido a su prolongado ciclo
esporogonico en el intestino medio de las hembras, la cual puede durar hasta
3 semanas, disminuyendo la probabilidad que se produzcan hembras
infectadas (142). Este aspecto bioldgico de P. malariae debe inducir falsos
negativos en CPS-ELISA ya que este inmunoensayo depende directamente
de la cantidad de antigeno en una muestra (143).

Técnicas moleculares tales como PCR ayuda a determinar la presencia de
cualquier especie de Plasmodium spp. en Anophelinos con una gran precision,
ya que pequeifas cantidades del parasito pueden ser detectadas,
contribuyendo al monitoreo y evaluacion de la transmision de la malaria (144).
La alta prevalencia de infeccidn de Plasmodium sp. en An. darlnigi en areas
remotas donde los humanos estan presentes sugieren que los mosquitos son
altamente antropofilicos, que presentan una alta capacidad vectorial y pueden
causar pasaritemia asintomatica (113).

No se han encontrado pruebas soélidas para clasificar la alta prevalencia de P.
malariae como zoonosis en las areas de estudio; sin embargo, vale la pena
mencionar la alta frecuencia de hembras infectadas que se recolectan
alrededor de las areas exteriores de las casas (extradomiciliarias vy
peridomiciliarias) donde circulan los primates del Nuevo Mundo, dada la
proximidad de las viviendas a la flora de la selva amazonica. Hay evidencia de
hembras pertenecientes a la infeccion por P. malariae An. fluminensis, An.
pseudomaculilapus y An. maculipes (145), en areas del bosque atlantico
brasilefio donde los habitantes trabajan cerca de los bosques o hacen
incursiones esporadicas, lo que lleva a especular que esta enfermedad se
comporta como una zoonosis selvatica, dado el escenario entomoldgico y los
datos sociales recopilados hasta la fecha (145).

Por otro lado, An. mattogrossensis, especie encontrada en nuestro estudio, ha
sido comunmente colectado en la region amazdnica en centros poblados de
Peru, Brasil y Colombia (54,56,90). Su baja abundancia y preferencia zoofilica
llevan a considerarlo como un vector no importante para la transmisién de
malaria, aunque este puede ser encontrado infectado con P. vivax y P.
falciparum en algunas localidades de Brasil. Este es el primer reporte en
Colombia de la infeccion de An. mattogrossensis por parasitos productores de
malaria (P. vivax) en humanos. Este vector, ha sido categorizados como un
potencial reservorio de las especies de parasitos de malaria; tales hallazgos
concuerdan con previos trabajos ya que su abundancia fue baja comparada
con la de otras especies de anophelinos (11,54,132), este resultado sugiere
que esta especie puede ser a fututo consideradapara el monitoreo, y disefio
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de futuros planes de control disefados a garantizar la identificacion de
especies distintas a An. darlingi, tales como An. mattogrossensis, y asi permitir
la caracterizacion adecuada de diversas especies involucradas en la
transmision de la malaria en el amazonas colombiano (90).
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La composicion de las especies de Anophelinos en el area de estudio, nos
muestra a An. darlingi como el mas importante y potencialmente transmisor de
la malaria, nuestros resultados indicaron alta abundancia de este vector en las
comunidades muestreadas, adicionalmente las técnicas moleculares
permitieron detectar gran porcentaje de infecciones parasitarias en los
vectores, con capacidad a ser infectados por las tres especies evaluadas y que
transmiten malaria en humanos.

Debido a la preferencia del vector por el peridomicilio y el extradomicilio, se
debe plantear estudios para conocer la relacion de este comportamiento con
las medidas de control aplicadas, el cambio climatico o por aspectos sociales
propios de las comunidades muestreadas. Los habitantes de estas areas
presentan una relacién de trabajo y vivienda con la selva amazédnica la cual
resulta en factores de riesgo favorecidos por los comportamientos de los
anophelinos encontrados; algunas acciones de control y prevencion deben ser
tenidas en cuenta como el uso de LLINs, repelente personal, uso de insecticida
y la busqueda de criaderos efectivos para el uso de larvicidas para disminuir
las densidades de An. darlingi (139).

De acuerdo con los hallazgo del presente trabajo, donde se encontrd la
presencia exofagica del vector An. darlingi, se debe establecer estrategias
basadas en la disminucién de las densidades poblacionales, como el control
de criaderos en épocas disminucion del nivel de las aguas y el ordenamiento
ambiental para aumentarlo la frontera entre el asentamiento humano con el
bosque y asi la barrera fisica entre ambos.

La deteccidon de P. vivax en An. mattogrossensis es relevante para la
planificacion de las estrategias de prevencion y control. Se debe realizar
estudios para ampliar el conocimiento de la biologia y ecologia de An.
mattogrossensis y entender el rol que puede tener en la transmision de malaria
en la zona. Al ser una especie de abundancia bajas y encontrarse en el
extradomicilio su rol de vector se ve reducido, pero puede participar como
reservorio de Plasmodium en otras épocas del afno.

Una limitante del estudio fue que la recoleccion de los vectores se llevo a cabo
solo por la tarde, y dado que el tiempo de picadura y alimentacién difiere de
una especie a otra, a futuro se deben plantear estudios donde se realice un
monitoreo de las especies de mosquitos en una mayor periodicidad, tanto en
horas de colecta, como en distintas épocas del afio, y que permitan dar soporte
a los resultados y conclusiones del presente trabajo.
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Debido a la importancia de los hallazgo del presente estudio se deberia
realizar en otras comunidades y asentamientos de la Amazonia, donde no se
tiene confirmacion de las especies de anophelinos, ni de Plasmodium
circulantes.

Los resultados del presente trabajo se publicé en PlosOne
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11.ANEXOS

ANEXO 1. Socializacion convenio 022 entre Instituno Colombiano de
Inmunologia (FIDIC) y la Gobernacion del Amazonas

FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA

. FIDIC - ESTACION EXPERIMENTAL DE PRIMATES
“ NIT 830084143-6

Leticia, 09 de Mayo de 2072

Doctor:

ANTONIO ALVARADO CABRERA

Becario Convenio Interinstitucional No. 000020/2014
Leticia.

Asunto: Remisién de documentacién Previa Consulta y Secializacon
Cordial saludo.

Respetado Doctor Alvarado, acorde a su solicitud telefénica, estoy haciendo entrega de Iz
documentacién solicitada; inherente a los soportes administrativos de gestion ante las
comunidades ubicadas e involucradas en la ejecucion del Convenio Interinstitucional No. 0020 ce
2014 denominado “Estrategias de prevencion y control de la malaria, en respuesta al reciente brote
de la enfermedad”, suscrito entre la Gobernacion de Amazonas y La Fundacién Instituto de
Inmunologia de Colombia - FIDIC.

Es de aclarar que en vista de que el convenio en gran porcentaje pretendia controlar la
propagacion de la malaria, que en los ultimos afios iba en aumento exponencial y el trabajo a
desarrollar era de manera conjunta con los 6rganos de salud publica del Departamento y los
Municipios en el 4rea de influencia, de que era premura el bienestar de la comunidad afectada por
la enfermedad, de que la FIDIC contaba con la experiencia y operatividad para enfrentar la
situacién y que ademas, mantenia vigente la aceptacién en previa consulta suscrita con las
comunidades indigenas del zona, el derecho a desarrollar investigacion en malaria. Asi, se
aprovecharon estas condiciones e inicio la ejecucién del convenio No. 000020 de 2014 solo con la
socializacion de sus proyecciones ante la poblacion y solicitandoles la participacion necesaria para
el éxito de lo proyectado; al considerar que sus fines mantenian la misma linea de investigacion y
objetivos destinados a enfrentar el flagelo de la malaria salvaguardando la salud publica en la
region.

Sin otro particular diferente al ya expuesto, me despido; quedando atento a las observaciones que
para bien tenga realizar.

ANEXO 2.
CO m | te Cordialmente;
de
EDGA! ENO
ASADG

Anexos:
Copia Acta de Previa Consulta FIDIC — Comunidades Indigenas, suscrita en el afio 2009.
Copia Acta de Socializacién del Convenio, suscrita en el mes de Mayo de 2015.

Copia del cierre de la Previa Consulta FIDIC — Comunidades Indigenas, Abril de 2018.

Carrera 11 No. 6 — 11 Telefax No. (57 — XX1) 592 8057 Email: admon_eepi@hotmail.com Leticia - Amazonas
Teléfono Directo (57 - XX1) 2225277 / 3244671 / 3244672 Fax (57 - XX1) 3244672 Extension 120
A.A. 33086 — Email: mepatarr@gmail.com - Carrera 50 No. 26 - 00 Bogota, Colombia
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COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION (CEl)

ESCUELA DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD (EMCS)

UNIVERSIDAD IDEL ROSARIO

CELl ABNG26- 0001061

Bogoed, 12 de mayo de 2014

Doctor

MANUEL ALFONSO PATARROYO»

Investigador Principal

Protocolo: “ESTRATEGIAS DE PREVENCION Y CONTROL DE MALARIA
EN EL AMAZONAS, EN RESPUESTA AL RECIENTE BROTE DE LA
ENFERMEDAD"

Bogoed, D, C,
Respetndo Doctor Patarroyo:

En reunidn del dia jueves § de mayo de 2014, el Comité de Ftica en Investigacidn,
mediante Acta No, 262, llevada a cabo a las 7:00 am. en la sala de juntas del
CICUR, EMCS Quinta Mutis, a la que asisticron Jos siguientes miembros que
cumplen el quérum minimo deliberatorso de cinco personas.

* Ramdon Fayad Naffah, Presidente,

+ Gloria Montero Herrera, Secretaria Técnica.

+  Martha Rocio Torres, Fisicterapeuta.

* Ximena Palacios, Psicologa.

* Andrés Pinzon, Abogado especialista @n Derecho Administrativo,

« Ricardo Alvarada, Médico Salubrista.

* Sergio Andrés Amaya, Médico y PsicOlogo.

* Lawra del Pilar Rico, Médica

* Mireya Mora, Representante de los estudeaies.

« Yolanda Casallas Bustrago, Administradora de Empresas, Secretaria Ejecutiva.

Se realizd la presentacion de la comunicacion emitida por usted ¢l dia 2 de mayo de
2014 domde adpunta los siguientes documentos con las comrecciones solicitadas por
¢l CEL;

- Protocolo de la Investigaciin.

- Consemtimicnto Informado.

- Asentisniento informado.

- Canta Secretaria Técmica Ocad  Regiosal centro  sur Amazonia  del  SGR
Declarncion de acceso n material biologico.
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Encimve

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION (CEI)
ESCUELA DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD (EMCS)
UNIVERSIDAD DEL ROSARIO

Luego de haber tenido en cuenta lns observaciones efectuadas, el Comité de Etica
en Investigaciém, aprueba el protocolo y €l consentimiento informado.

Queremos recordarle que debe entregar a este Comité los repories de avance cada
seis meses v de fimalizecion,

Este Comité se rige por bos lincamientos juridicos y éticos del pais a través de las
resoluciones 008430 de 1993 y 002378 de 2008 del Ministerio de la Proteccion
Soclal.  Igualmente, se siguen las nowmas comtempladas en la declaracién de
Helsinki (Seill, Corea 2008) y de la Con ferencia Mundial de armonizackon para las
Buenas Practicas Clinicas.

Cordiakmente, 225 1)

¢.c. Archivo

Camess 24 No. 63069 Owirea Mutis -

Telehome: 34MSTO Evt 390249
Faa: 34M570 Ew 210
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ANEXO 3. Acta No. 12 del 15 de noviembre de 2018 del Comité Institucional
para la Conservacion y Uso Sostenible de la Biodiversidad de la Universidad
CES (Comité de Etica de la Biodiversidad)

Acta N*12
Proyecto: Infeccién de Ancpheies spp por Plasmodium spp Y U
signiSicancia en ia transmision de malaria en comunidades

Medellin, 15 de noviembre de 2018

Senor

ANTONIO ALVARADO CABRERA
antonioalvaradoc@gmail.com

Estudiante Maestria en Epidemiologia
Universidad del Rosario — Universidad CES

Respetada senor Alvarado,

El Comité Institucional para la Conservacion y Uso Sostenible de la Biodiversidad
de la Universidad CES (Comité de Eﬁg:a de la Biodiversidad), reviso la informacion
allegada a la Direccion de Investigacion e Innovacion, relacionada con el proyecto
“Infeccion de Anopheles spp por Plasmodium spp y su significancia en la
transmision de malaria en comunidades indigenas del Amazonas
Colombiano”, identificado con el codigo de proyecto No. 011 y de acuerdo con los
conceptos y opiniones de los miembros del comité expuestos durante la sesion,
cuyo contenido explicito aparece en el acta comespondiente, se desprenden las
siguientes consideraciones:

Objetivo General:

Identficar poblaciones de Anopheles spp. tipo y grado de infeccion por Plasmodium
spp en zonas endémicas de malaria en los Municipios de Leticia y Puerto Narifio del
Departamento de Amazonas, Colombia.

Observaciones:

Después de la revision de la documentacion enviada al Comité de Biodiversidad, se
concluye que cumple con los lineamientos solicitados por el comité, relacionados
con el cumplimiento de la normatividad en materia de recoleccion de especimenes
de la diversidad biologica.

Conclusiones:

Una vez revisada la metodologia y especies objeto de estudio del presente proyecto,
el Comité Institucional para la Conservacion y Uso Sostenible de la Biodiversidad
de la Universidad CES (Comihé' de Etica de la Biodiversidad), concluye que este
cumple con los lneamientos éticos establecidos. Por consiguiente, el Comite
Daniela Gaviria Villada Piginalde2
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Acta N*12
Proyecto: Infeccién de Ancpheies spp por Plasmodium 5pp Y su
signiicancia en ia transmision de malaria en comunidades

Institucional para la Conservacion y Uso Sostenible de la Biodiversidad de la
Universidad CES (Comité de Etica de la Biodiversidad), aprueba el proyecto por el

tiempo que dure su ejecucion.

Es funcion del comité, garantizar el cumplimiento de los compromisos éticos
establecidos en el protocolo del proyecto aprobado. En virtud de lo anterior, el
investigador principal se compromete a:

= Informar por escrito a los investigadores sobre la obligacién que tienen de
notificar oportunamente al comité: los eventos adversos serios que ocurran,
las desviaciones mayores al protocolo, las fallasen la wicauon de las buenas
pracbcas las violaciones a las normas que regulan el ejercicio de la actvidad
cientifica, las denuncias que hagan personas, participantes o no en el estudio,
sobre fallas en |a proteccion de los derechos o el bienestar de los organismos
o el equilibrio de las poblaciones en los ecosistemas.

«Mantener la recoleccion restringida a los especimenes que sean
recolectados en el marco del proyecto “Infeccion de Anopheles spp por
Plasmodium spp y su signficancia en la transmision de malaria en
comunidades indigenas del Amazonas Colombiano™.

= Informar a la Autoridad Nacional de Licencias Ambientales, los eventos de
recoleccion de especimenes, previo a las salidas de campo.

- Entregar a la Direccion de Investigacion e Innovacion una copia digital o fisica
de cada uno de los articulos publicados con los resultados del estudio
aprobado.

- El comité podra realizar, con el apoyo de sus miembros o de personas con
experiencia e idoneidad, visitas de supervision a los estudios en proceso de
realizacion, con el fin de verificar el cumplimiento de los compromisos éticos.
= El comite podra solicitar la suspension temporal o definitva del estudio,
cuando concluya que los investigadores o los patrocinadores han incumido en
una falta grave a los principios y compromisos eticos durante la realizacion del
estudio. Cuando sea necesario el comité notficara a la autoridad ambiental
que le coresponda conocer la situacion.

Atentamente,

;:{ 'il wia aroone L/
JULIANA CARDONA-DUQUE
Coordinadora de Colecciones Biologicas
Presidente encargada

Universidad CES

Daniela Gaviria Villada Pigina2de2
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ANEXO 4. Acta No. 99 del 29 de enero de 2019 del Comité Institucional de
Etica de investigacién en Humanos Universidad CES

% UNIVERSIDAD CES

i U compromiyo con la excelencia

Acts N° 35
WEECOAN OF ANOSMELES 529 POR PLASMODIM 522 ¥ SU

Medellin, 29 de enero de 2019

Dector

LUIS ANTONIO ALVARADO CABRERA
antonioakaradoc@®gmail.com
Universidad CES

El Comité Institucional de £tica de Investigacién en Humanos Universidad CES en su sesidn
namero 99 del 8 de noviembre de 2016, sometid a consideracion =1 proyecto “INFECCION DE
ANOPHELES SPP POR PLASMODIUM SPP Y SU SIGNIFICANCIA EN LA TRANSMISION DE
MALARIA EN COMUNIDADES INDIGENAS DEL AMAZONAS COLOMBIANG, ”, cuyo investigador
es | doctor Luis Antonio Alvarado Cabrera, El proyecto estd adscrito al grupo de investigacion
Biologla Molecular @ Inmunologia (BIOMOL|.

El objetivo general del estudic es: Identificar poblaciones de Ancpheles spp, tpo y graco de
infeccidn por Plasmodium spp en 20nas endémicas de malarla en los Municipios de Leticia y
Puerto Narif% del Departamento de Amazonas, Colombia.

En la evaluacién del proyecto, participaron los sigulentes miembros del Comité: Doctor Rubén
Dario Manrigue Herndndez, Dactar Julidn Emilie Vélez Rios, Doctor Jorge Julldn Osorio Gamez,
Dactar Johin Wilson Osorio, Doctora Clara Marfa Mesa Restrepo, Doctora Andrea Echavarria
Arboleda, D, Dra. Ménica Maria Massaro Ceballos

De acuerdo con los conceptas y opiniones de 105 miembros del Comité Institucional de Etica de
Investigacion en Humanos Universidad CES, expuestos y sometidos a consideracsdn durante la
sesidn descrita cuyo contenido explicito aparece en @l acta correspondiente y luego de revisar
el cumplimiento de los ajustes sugeridos a los investigadores, se desprende las siguientes
consideraciones principales;

CONSIDERACIONES:
Una vez revisadas las correcciones v ¢l cumplimiento de los requerimientos realizados por of

Comité Institucional de Etica de Investigacién en Humanos Unlversidad CES, se apruebs el
proyecto para dar inicio

CONCLUSION:

Cradmaza

Calle 104 No. 22-04 AA (54 501 Conmatader 444 08 55 Nz 28860 46 NIT EO0.964.002-8 Matelin | Coonmba
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Acro N 99

4 UNIVERSIDAD CES

Proyecto: INFECC/ION DE ANOPWELES SPP POR ALASMODVUM SPP ¥ S0
SGNFICANCIA EN LA TRANSMISION OF MALAAIA 2N COMUMDAOES
VOVGENAS DEL AMAZOWAS COLOMBTANG. *

Cachgo del propecta: 839

Segarda reanio

Una vez revisada la documentacion, el comité concluye que ef proyecto estd cefido a los
principios éticos que regulan ka investigacian en seres humanos y que el equipo de investigackdn
@5 kléngo para desarrollar el prayecto de acuerdo con los prindpios de validez y confisbilidad,
por consiguiente, el Comité Institucional de Etica de Investigacion en Humanas Universidad C£S
APRUEBA el prayecto par el tiempo gue dure su ejecucion.

Es responsabilidad del Comité Institucional de Etica de Investigacien en Humanos Univarsidad
CES, garantizar el cumplimiento de los compromisos éticos establecidos en el protocolo del
proyecto aprobado. En virtud de lo antesior, el irwvestigador peincipal se compromete a:

v Informar por escrito a ks investigadores sobre 13 obligacidn que tienen de notificar
oportunamenta al Comité Institucicnal de Etica de Imvestigacion en Humanos
Universidad CES: los eventos adversos serios que ocurran, las desviaciones mayores al
protocolo, las fallas en Ia aplicacion de las buenas practicas clinicas, 13s violackanes a las
normas que regulan el ejercicio de ls actividad cientifica, 1as denuncias que hagan
personas, participantes o na en el estudio, scbre fallas en la proteccion de los derechos
o el biensstar de las personas, alertas sobre posivles fraude s 0 mala conducta clentifica
en el estudio,

¥ Entregar a cada participante una copia del documento de consentimiento que haya
firmado.

v Erwiar al Comité Institucional de Etica de Irwvestigacidn en Humanos Universidad CES,
con la frecuencia que éste determine, copia del farmato de entrega del consentimiento.

¥ Garantizar gque no haya entre ellos v ks testigos que firman el consentimiento
Informado, relacknes de primer grade de afinidad, segundo civil o cuarto de
corsanguinidad. De ello dejardn constancia en el mismo documento,

Ademas:

¥ El Camité Institucional de Etica de Investigacion en Humanos Universidad CES podra
realizar, con el apoyo de sus miembros o de personas can experkencia e idoneidad,
vicitae de cupervicidn a loc ectudios en proceso de reslizacién con «f fin de varificar ol
cumplimiento de los compromisos étkos.

v El Comité Institucional de £tica de Investigacion en Humanos Universidad CES podra
salicitar la suspensidn temporal o definitiva del estudio cuando concluya que los
irvestigadores o los patrocinadores han incurrido en wna falta grave a los principlas v
compraomisos éticos durante la realizacién del estudio. Cuando s=a necesario ¢l comité
notificard a la autoridad de salud que le corresponda conocer 1a situacidn,

Se adjunta & esta comunicacion, ls versidn final aprobada del cons entimiento informado, esta
&5 13 version que debera utilizarse en el desarrolio de ka investigacion. Cualquier modificacion
que se haga deberd ser avalada por el Comité Institucional de Etica d e Irvestigackdn en Humanos
Universidad CES antes de su aplicacion. De no ser asi, serd cansiderada una vickacion ética grave
en el desarrollo de la investigacion,
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. & UNIVERSIDAD CES

' Lin compromiso con la excelencia

Bt bl M b e Nt Yo L0 2 s o T8

Acte N* 59

Proywcto: INFECOION OF ANOPHILES SPP POR PLASMOOILM S99 1 SU
HONPCANCIA BNV LA TRANSMSIIN DE MALANM EN COMUNIDADES
INCVGENAS DEL AMAZONAS COLOMBIAND.

Con la firma de recibido de este documento, los investigadores se comprometen a desarrollar el
proyecto bajo las condiciones aprobadas en el Comité Institucional de Etica de Investigacidn en
Humanos Universidad CES

RUBEN DARIO MANRIQUE HERNANDEZ

Presidente

Comité de Etica en Investigacidn en Mumanos Universidad CES.
comiteeticahumanos@ces educo

_ Calle OA Mo, 22-8¢ A A 004 581 Conmutodor 444 05 556 Tax 266 60 46 NIT £90.964.002.8 Mecelin / Coretin
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ANEXO 5. Consentimiento informado aceptado por el Comité de Etica de la
Universidad CES

Infeccion de Anopheles spp por Plasmodium spp y su significancia en la
transmision de malaria en comunidades indigenas del Amazonas Colombiano

Municipio de Puerto Narifio y Leticia, Amazonas Colombla

(M)
ESCUELA DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD APROBA
IVERSIDAD D 10
R SR 2 9 ENE 2019
FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA (FIDIC) Corhl ks
de otica en nvesticaokin
Universizas CES

INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO

Le estamos invitando a participar en el estudio “Infeccion de Anopheles spp por
Plasmodium spp y su significancia en la transmisién de malaria en comunidades
indigenas del Amazonas Colombiano”, que tiene el fin de identificar loe tipos de
mosquitcs que transmiten la malaria y conocer los tipos de malaria que transportan estos
mosquitos en los Municipios de Leticia y Puerto Narifio,

La malaria es la enfermedad transmitida por mosquites mas importante en el mundo. Hay
varnos tipos de malaria y todas se transmiten por la picada de los moquitos.

En Colombia hay siete mosquitos diferentes que actian come transmisores principales pero
en la zona amazdnica existe una en especial, que por su alta preferencia de alimentarse de
las personas la convierten en la mas importante de la zona, sin embargo existen otros
mosquitos que pueden transmitir malaria.

El desconocimiento de clases de mosquitos y de malaria que se encuentran en la region
aumenta el problema de la vigilancia y el control de los casos de malaria en el departamento
del Amazonas. Lo anterior hace que nos preguntemos sobre cudles son las clases de
mosquitos que estan en la zona transmitiendo la malaria? Y, qué tipo de malaria estan
transmitiendo estos moquitos? Resolver estas preguntas ayudara a programar estrategias
adecuadas que permitan disminuir los casos de malaria en la region,

PROCEDIMIENTOS QUE SE REALIZARAN EN LA INVESTIGACION

El trabajo se realizara en tres comunidades (en Municipios de Puerto Narifio y de Leticia)
teniendo en cuenta la aparicién de nuevos casos con respecto al nimero de habitantes
(indice parasitaric anual). En cada comunidad se realizara un muestreo de tres dias,
seleccionando las viviendas por conveniencia de acuerdo con las exigencias propias de
campo. Las capturas de mosquitos en cada vivienda se realizaran de § 00 pm a 12:00 am
¥ se ubicara una persona en el intradomicilio, una persona en el peridomicilio y otra persona
en el extradomicilio, Esta actividad se realizara durante 50 minutos consecutivos,
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empeazando cada hora en punto y con descansos de 10 minutos. Se utilizara el método de
cebo humano protegido y trampas de luz Shannon, tal como se observa en |a figura:

* 3 noches
S 29 ENE 1019
Intradomicilio Peridomicilio Extradomicilio
10-30m
> »“i. < \_:h

&L
oL =g @
N -~

Para la captura mediante cebo humano se expondra el pie del participante como atrayente
de los mosquitos, el cual sera recubierto con un calcetin 0 media de textura gruesa provista
por el equipo de investigacién. La parte expuesta se alumbrara con una linterna, revisando
constantemente cualquier mosquitc que se pose sobre la superficie. Para atrapar el
mosquito, mientras se encuentra buscando un lugar donde aimentarse, se utilizard un tubo
succionador, para luego depositarlo en el tarro colector, el cual debera rotularse asi:

Lugar: Comunidad indigena
Sitio: Intradomicilio (1)
Peridomicilio (P)
Extradomicilio (E)
Hora de captura: 6pm (6-7)
7pm (7-8)
8pm (8-9)
Spm (9-10)
10 pm (10 11)
11 pm (11-12)

Después de la jornada diaria de captura, se procedera al embalaje del material colectado.
Luego se almacenaran en una caja de icopor con pilas de hielo para su traslado, en cadena
de frio, hasta Bogotd a la Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia para la
realizacién de las pruebas moleculares.

RIESGOS
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Usted, como una de las personas que se ha invitado a participar en las actividades del
estudio, permitiendo la intreduccién del personal en su vivienda y la permanencia en ella y
en los alrededores de § pm a 12:30 pm, tiempo en el cual se realizard |a captura de
mosquitos.

Este estudio se clasifica, de acuerdo a la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud
de Colombia, come una investigacién con un “Riesgo minimo* para las personas que
realizaran las capturas en campo, El estudic cuenta con los procedimientos para asegurar
la atencion en salud, en caso de requerirla por presentar sintomatologia compatible con
infeccion hasta 30 dias después de realizada la actividad de riesgo.

BENEFICIOS

Su aporte es una contribucion muy valiosa y necesaria para que los resultados, de
investigaciones como ésta, permitan aportar estrategias adecuadas para el control y
prevencién de la malaria, en zonas endémicas como nuestras comunidades.

MANEJO DE LA INFORMACION OBTENIDA EN LA INVESTIGACION

Se me garantiza un manejo ético, prudente y veraz de la informacién por parte del grupo de
investigadores, la cual solo sera utilizada con fines de investigacién y para los propésitos
descritos.

INFORMACION COMPLEMENTARIA SOBRE EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

En caso de cualquier inquietud, sugerencia o deseo de abandonar el estudio, Usted se
puede comunicar con el investigador principal del estudio:

Luis Antonio Alvarado
Estudiante de Maestria en Epidemiologia de la Universidad del Rosario - CES

Calle 7 No. 8 - 50 Leticia
Cel. 3183695582

Esta investigacion ha sido aprobada por el Comité Institucional de Etica para Investigacion
en Humanos (CIEI) de la Universidad CES.

APROBADO
29 ENE 208

I
um"%n
en hona
Universidas CES

102



DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Lei (o me fue leido), y he entendido la informacién sobre el estudic: "Infeccién de
Anopheles spp por Plasmodium spp y su significancia en la transmision de malaria
en comunidades indigenas del Amazonas Colombiano” y tuve la oportunidad de hacer
preguntas y de recibir respuestas satisfactorias para todas ellas. Mi participacién es
totalmente voluntaria y soy consciente que puedo abandenar el estudio en cualquier
momento y por cualkquier razén, sin que esta decision me afecte en ningun sentido,

Como constancia de mi autorizacidn para los procedimientos descritos en los cuales
participaré, firmo a continuacién,

Nombre Direccion
Firma Teléfono
cc

El investigador, con quien tuve oportunidad de dialogar sobre este estudio, y dos testiges
también firman a continuacién para dar constancia de ello,

APROBADO
29 ENE 208
Nombre Investigador Luis Antonio Alvarado Cabrera oo B9ca en Imasigacien
0 I >
Firma
CcC 15.876.909 de Leticia Amazonas
Nombre testigo 1 Firma
cC
Nombre testigo 2 Firma
cC

Leticia, Amazonas, dia , del mes de

. del afto
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ANEXO 6. Consentimiento informado firmado por los participantes del
proyecto

y su significancia en la

Plasmodium Spp
Infeccion de Ancpheales spp por e et

transmisién do malaria en comunidades Indigenas del Amazo
Municipio de Puerto Narino y Laticka, Amazonas Colombia

AFPROBADO
ESCUELA DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD
UNIVERSIDAD DEL ROSARIO 20 BiE 188

FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA (FIDIC) a%q“w
mg

INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO

Le estamos invitando 8 paricipar en el estudio “Infeccién de Anopheles spp por
Plasmodiuvm spp y su significancia en la transmisién de malaria en emuqldodu
indigenas del Amazonas Colombiano®. que tiens el fin de identficar los lipos de
mosquitos que transmiten la malana y conooer los tipos de malana que transportan estos
masquitos en los Muricipios de Letica y Puartc Nanfo.

La malaria es la enfermedad transmitida por mosquikos mas impertante en @l mundo. Hay
varios tipos de malaria y todas & transmilen por &3 picada de los moquilos.

En Colombia hay siete mosquikes déarentes que actdan como ransmisores principales pero
en ks zona amazénica existe una en especial, que por su alta preferencia de alimantarse de
las personas la conviartan en la mas impartante de |a Zona, sin embargo exisien otres
masquitcs gue pueden transmir malaria.

El dasconccimiento de clases de mosquitcs y de malaria que se encuentran en la regkdn
aumenta el problema de la vigiancia y &l control de los casos de malaria en &l departamanto
del Amazonas. Lo anterior hace gue ncs preguriemos sobre cudles son las clases de
masquitos que estan en |8 zona transmitiendo la malara? Y, qué tpo de malaria estén
transmitiendo estos moguitos? Resolver a51as pregunias ayudard 8 programar esirategias
adecuadas que permitan disminuir los casos de malana en la regidn.

PROCEDIMIENTOS QUE SE REALIZARAN EN LA INVESTIGACION

El trabajo se realzara en tres comunidades (en Municipios de Puerio Narifio y de Leticia)
feniendo en cuanta la aparicidn de nuevos casos con respecio al nimero de habltames
(indice parasitaric anual), En cada comunidad se realzard un muestrec de tres dias,
seleccionando 1as viviendas por conveniencia de acuerdo con las exigencias propias de
campo. Lss capluras de mesquitos en cada vivienda se realzardn de 6:00 pm & 12:00 am
yuu&-ﬁwmmmmdh&a&nﬂdb,mmcndmmvmm
en el exiradomiciio. Esta actvidad se realizard duwante 50 minutos consecutivos,
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empezando cada hora én punto y con descanscs

cabo humano protegido y irampas de luz Shannon,
+ 3noches
< 3personas
Intradomao o Pevidomiolio
10-30m

tal como & cbserva en |a figura:

Eatradomiciio

SER %i
o:i .‘f;l. [‘d’_l

r O

%

da 10 mraios. Se ulibcw d el inélodu Je

APROBADO
29 ENE 108

Panl-apnnmdmcobohmmnwon&ielpiodolpafﬁdpmucammm
deloomooquloc.elwdudmmmownmam»omodhammmmwm
por el equipo de investigacitn, La parte expuesta s alumbrara con una linterna, revisando
mmm”lqwmownoqmuwmhmmda.mmwd
mn.m“cmbmomMUm:hmuummwbo
succionador, para luego depositario en el tarra colector, @l cual deberd rotularse ask:

Comunidad indigena
Intradomicio
Paridomicilo
Extradomiciie

6pm (67)

Tpm (7-8)

8pm (5-9)

9pm (8410

10 pm (10-11)

11 pm (11-12)

Lugar.
Sibo:
P

Hora de caplura:

)
(E)

manma.aw«umm.ammmmmpuwuw.
Luooouaﬁnmuhonmacq’adobnpueonph.dohbbpnwﬁuhdo.madom
aﬁo.mMthMnlmmlmmdogladoMamh

realizacion de las pruebas moleculares,
RIESGOS
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Usted. como una de |as personas gue seé ha invikado a pamicipar en las actividades del
estudio, permisendo Ia mroduccian del perscnal en su vivienda y la permanencia en ela y
an ks alrededores de 5 pm @ 1230 pm, b'mpoondcwurulmucawnoa

mosquiRos.

Este estudio se dasifica, de acuerco 3 1a Resolusitn B430 de 1993 del Ministeric de Salud
ge Colombia, como una investigacidn con un “Riesgo minimo” para ias personas que
realizaran las capturas en campo. El 8studio cuenta con loa procedimientos para asegurar
la atencitn en salud. an caso de requerifa por presentar simtomatologia compatible con
infeccidn hasta 20 diss después de realizada ia actividad de riesgo.

BENEFICIOS

Su aporte es una contribuckin muy vallosa ¥ necesaria para que los resullados, de
invesligaciones como ésta, permilan apartar sstrategias adecuadas para el control y
peevencion de |a malaria, en zonas endémicas como Nuestras comunidades.

MANEJO DE LA INFORMACION OBTENIDA EN LA INVESTIGACION

Se ma garantiza un mansjo élico, pndanloyvomdolamamadénwpamdelwde
mmpdmhwdsdomwludacmmdcimmadbnypanmpmpbem
descrilos.

INFORMACION COMPLEMENTARIA SOBRE EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

En caso de cualquier inquietud, anmnduodeseocoabarﬂomrelmdn. Usled se
pwdommicucondimmwimipddolumdb:

Luis Antonio Alvarado

Estudiante de Maestria en Epidemiologia de la Universidad del Rosario - CES

Calle 7 No. 6 - 50 Lelica
Cel. 3183895582

mammmwwm”awsmumunw
an Humanos (CIEl) de la Unwersidad CES.

APROBALO
29 ExE 200

e
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Leai (o me fue leide). y he entendido la nformacidn sobre el estudioc "Infeccién de
Anopheles spp por Plasmodium spp y su significancia en Ia transmisién de malaria
on comunidades indigenas del Amazonas Colombiano™ y tuve la oportunidad de hacer
praguntas y oa rasbis respueslas satisfactonias para tocdas ellas. Mi participacion es
totaimerse voluntaria y 90y Conscient® que puedo abandonar & estudio en cualquier
momento y por cualquier razdn, $in que esta decisin me Mecte on ningun sentido.

Como constancia de mi autorizacién para los procecimientos descrtos en los cusies
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nificancia en la
Infeccion de Ancpheles spp por Prasmodium Spp ¥ su sig
transmisién do malaria en comunidades Indigenas del Amazonas Colomblano

Municipio de Puerto Narifo y Laticka, Amazonas Colombia
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INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO

Le estamos invitando 8 participar en el estudio “Infeccién de Anopheles spp por
Plasmodiuvm spp y su significancia en la transmisién de malaria en comunidades
indigenas del Amazonas Colombiano®. que tiens el fin de identficar los tipos de
mosquitos que transmiten la malana y conooer los tipos de malana que trarsportan estos
moasquitos en los Muricipios de Letica y Pusric Nanfo.

La malaria es la enfermedad tranemitida por mosquios mas importante en el mundo. Hay
varios tipos de malaria y todas & transmilen por &8 picada de los moquilos.

En Colombia hay siete mosquikes déarentes que actian como ransmisores principales pero
en ks zona amazénica existe una en especial, que por su alta preferencia de alimentarse de
las personas la convisrtan én la mas impartante de |a zona, sin embargo exisien otros
masquitcs gue pueden transmibr malkaria.

E| dascanccimiento de clases de mosquitcs y de malaria que se encuentran en |a regidn
aumenta el problema de la vigiancia y &l control de los casos de malaria en &l departamanto
del Amazonas. Lo anterior hace gue nos preguniemos sobre cudles son las clases de
masquitos que estan en |a zona ransmitiendo la malaria? Y, qué tpo de malaria estén
fransmitiendo estos moguitos? Resol/er as1as pregunias ayudars a programar esiralegias
adecuadas que permitan disminuir los casos de malana en la regidn.

PROCEDIMIENTOS QUE SE REALIZARAN EN LA INVESTIGACION

El trabajo se realzara en tres comunidades (en Municipios de Puerio Narifio y de Laticia)
feniendo en cuanta la aparicion de nuevos cascs con respecto al nimero de habitantes
(indice parasitario anual), En cada comunidad se realzard un muestreo de tres dias,
seleccionando 1as viviendas por conveniencia de acuerdo con las exigencias propias de
mm._mmsamuwuuenmmhndaummrénu 6:00 pm & 12:.00 am
ynuwuiwummmdm&nwb.mpmmondpmwlbymm
en el exiradomiciio. Esta actvidad se realizard duwante 50 minutos consecutivos,
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empezando cada hora én punto y con descanscs

cabo humano protegido y irampas de luz Shannon,
+ 3noches
< 3personas
Intradomao o Pevidomiolio
10-30m

tal como & cbserva en |a figura:

Eatradomiciio

SER %i
o:i .‘f;l. [‘d’_l

r O

%

da 10 mraios. Se ulibcw d el inélodu Je
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Panl-apnnmdmcobohmmnwon&ielpiodolpafﬁdpmucammm
deloomooquloc.elwdudmmmownmam»omodhammmmwm
por el equipo de investigacitn, La parte expuesta s alumbrara con una linterna, revisando
mmm”lqwmownoqmuwmhmmda.mmwd
mn.m“cmbmomMUm:hmuummwbo
succionador, para luego depositario en el tarra colector, @l cual deberd rotularse ask:

Comunidad indigena
Intradomicio
Paridomicilo
Extradomiciie

6pm (67)

Tpm (7-8)

8pm (5-9)

9pm (8410

10 pm (10-11)

11 pm (11-12)

Lugar.
Sibo:
P

Hora de caplura:

)
(E)

manma.aw«umm.ammmmmpuwuw.
Luooouaﬁnmuhonmacq’adobnpueonph.dohbbpnwﬁuhdo.madom
aﬁo.mMthMnlmmlmmdogladoMamh

realizacion de las pruebas moleculares,
RIESGOS
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Usted. como una de |as personas gue seé ha invikado a pamicipar en las actividades del
estudio, permisendo Ia mroduccian del perscnal en su vivienda y la permanencia en ela y
an ks alrededores de 5 pm @ 1230 pm, b'mpoondcwurulmucawnoa

mosquiRos.

Este estudio se dasifica, de acuerco 3 1a Resolusitn B430 de 1993 del Ministeric de Salud
ge Colombia, como una investigacidn con un “Riesgo minimo” para ias personas que
realizaran las capturas en campo. El 8studio cuenta con loa procedimientos para asegurar
la atencitn en salud. an caso de requerifa por presentar simtomatologia compatible con
infeccidn hasta 20 diss después de realizada ia actividad de riesgo.

BENEFICIOS

Su aporte es una contribuckin muy vallosa ¥ necesaria para que los resullados, de
invesligaciones como ésta, permilan apartar sstrategias adecuadas para el control y
peevencion de |a malaria, en zonas endémicas como Nuestras comunidades.

MANEJO DE LA INFORMACION OBTENIDA EN LA INVESTIGACION

Se ma garantiza un mansjo élico, pndanloyvomdolamamadénwpamdelwde
mmpdmhwdsdomwludacmmdcimmadbnypanmpmpbem
descrilos.

INFORMACION COMPLEMENTARIA SOBRE EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

En caso de cualquier inquietud, anmnduodeseocoabarﬂomrelmdn. Usled se
pwdommicucondimmwimipddolumdb:

Luis Antonio Alvarado

Estudiante de Maestria en Epidemiologia de la Universidad del Rosario - CES

Calle 7 No. 6 - 50 Lelica
Cel. 3183895582

mammmwwm”awsmumunw
an Humanos (CIEl) de la Unwersidad CES.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Lei (o me fue leido), y he entendido la informacidn sobre el estudio: "Infeccién de
Anopheles spp por Plasmodium spp y su significancia en la transmisién de malaria
en comunidades indigenas del Amazonas Colombiano” y tuve la oportunidad de hacer
preguntas y de recibir respuestas satisfactorias para todas ellas. Mi participacién es
totalmente voluntaria y soy consciente que puedo abandonar el estudio en cualquier
momento y por cualquier razon, sin que esta decision me afecte en ningdn sentido.

Como constancia de mi autorizacién para los procedimientos descritos en los cuales
participaré, firmo a continuacién,

Nomb : 0 Direccién _CEL P° 10-B2
Firma i Teléfono _3123BBTY 127
ce % . .

El investigador, con quien tuve oportunidad de dialogar sobre este estudio, y dos testigos
también firman a continuacién para dar constancia de ello,
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Firma U O\
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Nombre testigo 1 (h\!\.'&( RJQ) Firma %8 |~

J
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Nombre testigo 2 ?M«M Goslls U Firrna #g, ond, g«-_ﬂa el

cc_l.on. 10385S
Leticia; Amazonas, dla_zé_. del mes de ‘Qb YO del aﬁo_m_.
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Anexo 7. Articulo generado y publicado en este estudio
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Abstract

Intho past fow yoars, rolatve froquoncios of malkrn paragto spacias Incommunites Iving
In $ho Colo mblan Amazon fvarside have changed, baing Alasmodium vivax (51.4%) and
Plasmodiummalire (4 3.8%) te most fequant. Given $is epidemicibgical sconaro, itis
Impartant %o det ermine o spacies of anophelnes invoved In hose pamsites’ farsmision.
This study was axrded out N June 2016 intwo indgenous commun Bas Iving closo % $e
tnbutarias of o Amazon Aiver using protectad human batt. The rasu bs of $his study showed
a total abundancoof 1,085 mosquitos, of which 99.2% cormspondad % Ancpheles dadingt
Addsonaly, only two anopholne 5 ades wam found, showing low dvarsty inthostudy
amas. Molecular confrmation of some ndviduals wa s hon folowed by evolutonary analy-
sis by usingthe COf gana. Nessod PCR was used for idontifying the $woo Plismodium o-
clos crautng n hho 2udy amas. Ofthe two spacios coliocted Inthis study, 2 1.0% of e
An. daringl mosquitoos wom ndo cdod with P. malanae, 21.9% with P. viaxand 10.3% wth
Plasmodium faloparum. it exéibited axophilc an d axophagic bohavior n both study aroas,
haning marked diforences regamding s abundance In each community ( Tipsca fmst sam-
ping49.4%, Tiplaca sacond sampling 39.6% and Doce do Octubm 10.9%). intoraat ingly,
An. maftog mssen g5 infectod by P. vivax was found for ho st #me inCoombia §in 507% of
thefour fomalos o ledtod). Analysis of An. daringl COf gene dvamsity indcated a sngle
popultion maintaining ahigh geno fow botwoan $ho study amas. The An. dadngl bohandor
patom found In both communitios mprason is a fak factor for 5o mglon's inhab tamts Iving/
working noar $ioso stes. This highiights $ho noad for vactor contm | efforts uch as tho use
ofporson al mpelients and Insactades for use on aaftin, which must bo made avaliablo n
omdor %0 mduce $is Anopholing's abun danca.
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