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ARTICULO ORIGINAL

Especies de Anopheles presentes en el departamento del Putumayo
y su infeccion natural con Plasmodium

Lorena I. Orjuela’, Manuela Herrera', Holmes Erazo?, Martha L. Quifiones’

' Departamento de Salud Publica, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia
2 Departamento Administrativo de Salud de Putumayo, DASALUD, Mocoa, Colombia

Trabajo realizado en el Laboratorio de Entomologia Médica, Departamento de Salud Publica, Facultad de
Medicina, Universidad Nacional de Colombia.

Introduccidn. El departamento del Putumayo es una region endémica para malaria, o paludismo,
causada principalmente por Plasmodium vivax. Los vectores en esta region incluyen Anopheles
darlingi, el cual se ha encontrado solamente en el municipio de Puerto Leguizamo, y recientemente se
incriminaron como vectores en Puerto Asis a las especies An. rangeliy An. oswaldoi.

Obijetivo. El propodsito del trabajo fue determinar el papel de An. benarrochi B en la transmision de
malaria en este departamento, ya que se reporta como la especie mas abundante que pica a los
humanos.

Materiales y métodos. Se recolectaron larvas y adultos de Anopheles spp. entre el 2006 y el 2008
en los municipios Puerto Leguizamo y Puerto Asis, y se obtuvieron secuencias del gen ITS-2 y del
gen mitocondrial COI para confirmar las determinaciones taxonémicas por morfologia. Se practico la
prueba ELISA para establecer la infeccion por P. vivaxy P. falciparum.

Resultados. Se identificaron 6.238 individuos correspondientes a 11 especies: An. albitarsis s.I. (1,83
%), An. benarrochi B (72,35 %), An. braziliensis (0,05 %), An. costai (0,06 %), An. darlingi (19,37
%), An. mattogrossensis (0,08 %), An. neomaculipalpus (0,13 %), An. oswaldoi s.I. (0,64 %), An.
punctimacula (0,03 %), An. rangeli (5,12 %) y An. triannulatus s.I. (0,34 %). Se evaluaron 5.038 adultos
por ELISAy 5 se encontraron positivos para P. vivax 210 y VK 247, todos pertenecientes a la especie
An. benarrochi B.

Conclusion. Los resultados sugieren que An. benarrochi B juega un papel en la transmisién de P.
vivax en el departamento de Putumayo, dada su alta atraccion por los humanos y su infeccién natural
con Plasmodium spp.

Palabras clave: malaria, paludismo insectos vectores, Anopheles, Colombia
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v33i1.619

Anopheles species present in the department of Putumayo and their natural infectivity with
Plasmodium

Introduction: Putumayo is considered an endemic region for malaria transmission, mainly due to
Plasmodium vivax. The vectors in this region are Anopheles darlingi, which has been found only in
the municipality of Puerto Leguizamo, and An. rangeli and An. oswaldoi s.I., which were recently
incriminated as vectors in Puerto Asis.

Objective: The purpose of this study was to determine the role of An. benarrochi B in malaria
transmission in Putumayo, given that it is the most abundant species biting humans.

Materials and methods: Collections of immature and adult stages of Anopheles spp. were made
between 2006 and 2008 in the municipalities of Puerto Leguizamo and Puerto Asis in Putumayo, and
sequences of internal transcribed spacer 2 (/TS-2) of ribosomal DNA and the mitochondrial gene CO/
were obtained to confirm the morphological determinations. ELISA was carried out for P. vivax and P.
falciparum infectivity.

Results: Atotal of 6,238 specimens were identified, distributed in 11 species: An. albitarsis s.1. (1.83%),
An. benarrochi B (72.35%), An. braziliensis (0.05%), An. costai (0.06%), An. darlingi (19.37%), An.
mattogrossensis (0.08%), An. neomaculipalpus (0.13%), An. oswaldoi s.l. (0.64%), An. punctimacula
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(0.03%), An. rangeli (5.12%), and An. triannulatus s.I. (0.34%). A total of 5,038 adults were assessed by
ELISA and 5 were found positive for P. vivax 210 and VK 247, all belonging to An. benarrochi B.
Conclusion: The results suggest that An. benarrochi B plays a role in the transmission of P. vivax in
Putumayo due to its high human contact and natural infection with Plasmodium sp.

Key words: malaria, insect vectors, Anopheles, Colombia

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v33i1.619

En Colombia anualmente se han registrado en
promedio 140.000 casos de malaria, o paludismo,
en la ultima década (1), 70 % de los cuales son
causados por Plasmodium vivax y el resto casi
exclusivamente por P. falciparum (2).

En el departamento de Putumayo se registra
anualmente un promedio de 3.800 casos de
malaria, y P. vivax es la especie predominante
con 95,70 %. Los municipios Puerto Asis y
Puerto Leguizamo aportan el 50 % de los casos
del departamento, siendo el primero el de mayor
reporte, con un promedio de 610 casos al afio en
la ultima década. En este municipio, el 98,4 % de
los casos los causa P. vivaxy, solamente el 1,6 %,
P. falciparum, mientras que en Puerto Leguizamo
se reporta un ndmero mayor de casos por P.
falciparum (12 %) (3).

El indice parasitario anual del departamento
presentd un incremento importante entre los afios
2000y 2007, con cifras que estan entre 1,76 y 8,27.
En este mismo periodo, los indices parasitarios
anuales en los municipios de Puerto Leguizamo
y Puerto Asis oscilaron entre 0,13 a 43,06 y 0,11
a 21,4, respectivamente. De acuerdo con estos
datos, en el 2007, cuando se desarrolld la mayor
parte del presente trabajo, los dos municipios se
catalogaron como areas de alto riesgo (4).

Un estudio anterior para determinar las especies
de Anopheles presentes en el departamento
de Putumayo, incluyé colecciones de estadios
inmaduros y adultos de los municipios Puerto Asis,
San Miguel y Puerto Leguizamo (5). Los resultados
de las identificaciones por morfologia de todos
los estadios asociados, reportaron la presencia
de 14 especies de Anopheles, entre las que se
encontraron, de mayor a menor proporcion, las
siguientes que picaban a los humanos: una nueva
especie designada como An. benarrochi B, por
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describir (6), An. rangeli Gabaldon, Cova Garcia
& Lépez, An. oswaldoi Peryassu, An. triannulatus
Neiva & Pinto, An. costai Fonseca & Ramos, An.
braziliensis Chagas, An. marajoara Galvao &
Damasceno, An. apicimacula Dyar & Knab, An.
strodei Root, An. peryassui Dyar & Knab, An.
darlingi Root, An. punctimacula Dyar & Knab, An.
neomaculipalpus Curry y An. mattogrossensis Lutz
& Neiva.

De estas especies solo An. darlingi se considera
vector principal de malaria para el pais (7).
Anopheles darlingi se encontr6 Unicamente
en Puerto Leguizamo, en los limites entre los
departamentos de Putumayoy Amazonas, donde es
considerada la especie responsable de mantener la
transmision de paludismo (5). Quifiones, et al. (5),
evaluaron por ELISA 29 individuos pertenecientes
a esta especie, pero ninguno resultd positivo para
la proteina del circumsporozoito de Plasmodium
spp., posiblemente por el escaso numero de
especimenes probados. Ademas, en ese estudio
se evaluaron 413 especimenes identificados como
An. rangeli'y 362 como An. oswaldoi s.l., de los
cuales, 36 fueron positivos a la variante 210 de
P. vivax (35 An. rangeliy 1 An. oswaldoi), para
un porcentaje de positivos de 8,19 % y 4,35 %,
respectivamente. Debido a estos resultados, las
especies An. rangeli y An. oswaldoi s.I. fueron
incriminadas como vectores naturales de malaria
humana en Putumayo (5).

Durante ese mismo estudio, la especie que pica
a los humanos recolectada en mayor proporcion
(66,10 %) fue An. benarrochi B. Sin embargo,
ninguno de estos especimenes se encontro positivo
para P. falciparum o P. vivax por ELISA. Estos
resultados contrastan con los obtenidos en Peru
por Flores, et al. (8), donde An. benarrochi s.I. se
encontro naturalmente infectado con P. falciparum
y P. vivax en un estudio en el que se evaluaron
62.941 especimenes pertenecientes a esta
especie. De acuerdo con los reportes de Quifiones,
et al. (5), y Fernandez, et al. (9), An. benarrochi
B encontrado en Putumayo es morfolégicamente
similar a los individuos identificados como An.
benarrochi s.l. en Perl y que son considerados
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vectores en los estados de Loreto y Ucayali en
limites con Putumayo.

Otras especies, como An. oswaldoi, An. puncti-
macula, An. neomaculipalpus, An. triannulatus
y An. marajoara, también registradas para el
departamento, se han encontrado naturalmente
infectadas con especies de Plasmodium (5, 8,10-
15) y, en algunos casos, se han involucrado en
la transmision del paludismo en el pais o en los
paises que comparten frontera con Colombia,
como Perl, Venezuela y Brasil. La importancia de
estas especies en la transmision de malaria en los
municipios de Puerto Leguizamo y Puerto Asis del
departamento de Putumayo, no se conoce.

Varias de las especies reportadas en el Putumayo
pertenecen al subgénero Nyssorhynchus. Este
subgénero contiene la mayoria de las especies
de Anopheles incriminadas como vectores
en Latinoamérica y es el subgénero que mas
dificultades presenta para la determinacion
taxondémica cuando se utiliza la morfologia de las
hembras adultas (16), estadio que se recolecta
normalmente durante la vigilancia epidemioldgica
regular que realizan las secretarias de salud.
Ademas, varias de estas especies son miembros
de complejos de especies, como es el caso de
An. oswaldoi (Ruiz F, Herrera M, Sallum M,
Motoki M, Wilkerson R, Ponsonby D, et al. (2008)
Molecular systematics of the Oswaldoi Complex
(Anopheles: Nyssorhynchus) in South America.
In: The 16th European Society for Vector Ecology
Conference, 25 - 28 March 2008, Fitzwilliam
College, Cambridge) An. marajoara (17) y An.
triannulatus (18), lo cual dificulta aun mas su
determinacion taxonoémica.

Un ejemplo que ilustra el problema de la identificacién
por morfologia de las hembras adultas en el
departamento de Putumayo es el de An. benarrochi
B. Esta especie fue errbneamente identificada como
An. evansae Bretes vy, posiblemente, como An.
oswaldoi (19-21), debido a la variabilidad morfolégica
que presenta en caracteristicas normalmente usadas
en la diferenciacion de estas especies (16,22-24).
La identidad de la especie An. benarrochi pudo
esclarecerse principalmente con la morfologia de
los huevos (21) y la morfologia del aedeago de los
machos, y se describié como una variante morfolégica
de An. benarrochi (19). Posteriormente, con base en
la morfologia de los genitales masculinos y con el
analisis de secuencias de la region ITS-2y COI, se
identific6 como una especie diferente, denominada
An. benarrochi B (6).
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Estas dificultades para la determinacién taxo-
némica de especies de Anopheles, al utilizar
adultos hembra, obstaculizan los estudios sobre
su biologia y papel como vectores, informacion
util para la implementacion de la vigilancia
entomoldgica y la seleccién de estrategias de
control efectivas y su evaluacion, por lo que se hace
necesario esclarecer la identidad de las especies
de Anopheles presentes, asi como su papel como
vectores en un area determinada.

El proposito del trabajo fue determinar el papel
de An. benarrochi B en la transmisién de malaria
en este departamento, ya que se reporta como
la especie de mayor abundancia que pica a los
humanos.

Materiales y métodos

Los municipios seleccionados para la recoleccion
de mosquitos fueron Puerto Leguizamo, en
las localidades La Quebradita (74°40'40.5"W
- 0°1924”N), La Concepcion (75°512"W -
08°11°04”N),Puntales(74°29'21.5”W-0°27"12.1”N)
y El Tablero (75°56°38.7”W - 0°13'4.4”N), y Puerto
Asis, en la localidad La Manuela (76°322"W -
0°20°2”N). Los especimenes fueron recolectados
por funcionarios del Grupo de Entomologia del
Departamento Administrativo de Salud, DASALUD
(Putumayo), entre noviembre de 2006 y abril de
2008. Se capturaron estadios inmaduros y de
adultos de Anopheles spp.

Se hizounabusquedaen las horas de lamanana, de
criaderos existentes alrededor de las viviendas. En
cada uno de ellos se recolectaron larvas de tercer
y cuarto estadio, siguiendo el método del cucharén
mediante 10 “cucharonadas” por cada metro
cuadrado de superficie, segun la metodologia de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (25).

Las larvas se mantuvieron vivas individualmente
hasta que completaron su desarrollo hasta adulto;
de esta forma, se obtuvieron la exuvia de la larva,
la pupay el adulto del mismo ejemplar. Las exuvias
se preservaron en viales de 0,5 ml con alcohol al
70 % y los adultos se empacaron en el mismo tipo
de vial con la tapa perforada, un ejemplar por vial,
y estos, en bolsas de cierre hermético con silica
gel. Este material se transporté al Laboratorio de
Entomologia Médica de la Facultad de Medicina de
la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota,
donde se hicieron los montajes de las pieles de los
inmaduros, y de las alas y patas de las hembras,
siguiendo la metodologia propuesta por Gonzélez
y Carrejo (24).
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Los mosquitos adultos hembra se recolectaron
sobre humanos con aspiradores bucales, en
el peridomicilio y el intradomicilio, entre las
18:00 y las 21:00 y, en algunos casos (cuando
la situaciéon de orden publico lo permitid), entre
las 18:00 y las 06:00. En cada una de las casas
trabajaron simultaneamente cuatro personas, dos
en el intradomicilio y dos en el peridomicilio. Los
recolectores cambiaban de sitio cada hora, para
equilibrar el posible sesgo debido a diferencias
en atraccién y habilidad del personal para las
capturas. Cada sitio de muestreo se visité durante
dos a seis dias, segun las actividades regulares de
vigilancia en malaria por parte de los funcionarios
de entomologia del departamento.

Los mosquitos se guardaron individualmente en
viales Eppendorf de 0,5 ml con la tapa perforada y
se almacenaron en bolsas con silica gel, separados
segun la hora de recoleccion, la fecha y el sitio de
captura. Ademas, se recolectaron mosquitos del
rededor del ganado vacuno en pastoreo, entre las
20:00 y 22:00, durante una semana en agosto de
2007, en dos viviendas de la localidad La Manuela
del municipio de Puerto Asis. Estos ejemplares se
procesaron de la misma forma que los provenientes
de recolecciones con atrayente humano.

Los mosquitos adultos hembra y los ejemplares
procedentes de formas inmaduras, junto con
sus estadios asociados, se identificaron usando
las claves taxondémicas de Faran (16), Faran y
Linthicum (22), Suérez, et al. (23), y Gonzalez y
Carrejo (24).

Una muestra de cada especie se selecciond para
secuenciar la regién del segundo espaciador
transcrito interno (/ITS-2) del genoma nuclear, el
cual se amplificé usando los cebadores dirigidos
contra una secuencia conservada de los genes
5.85 y 28S descritos por Li y Wilkerson (17), y
el gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COI),
usando dos conjuntos de cebadores conservados
descritos por Lehr, et al. (26). En algunos casos,
las muestras provenian de familias establecidas
en el laboratorio y determinadas por morfologia de
todos los estadios asociados; en otros, provenian
de las recolecciones hechas con atrayente humano
e identificadas por la morfologia de las hembras
adultas.

A los mosquitos adultos secos, se les extrajo el
ADN con el kit de extraccion de DNAeasy™ Blood
and Tissue Kit de Qiagen. Para la amplificacion
por PCR del ITS-2 y de COI se siguieron la
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metodologias propuestas por Ruiz, et al. (6), y por
Lehr, et al. (26), respectivamente. Los productos
se visualizaron en un gel de agarosa al 1 %. Los
productos se secuenciaron en ambas direcciones
usando los dos inciadores (primers), directo e
inverso. La secuenciacion se hizo en el Wadsworth
Center Molecular Genetics del New York Health
Department. Las secuencias se revisaron y editaron
con el programa Sequencher 3.0™ (Gene Codes
Corp., Ann Arbor, MI, USA), se alinearon y se logré
el consenso entre la secuencia directa y la inversa.

Una vez editadas las secuencias, se compararon
con las disponibles en el banco de secuencias
GenBank, utilizando BLASTN(http://blast.ncbi.nim.
nih.gov), disponible en linea en el NCBI (National
Center for Biotechnology Information), con el fin de
esclarecer las identificaciones morfolégicas, con
base en los porcentajes de identidad.

PCR-RFLP: los mosquitos adultos hembra identifi-
cados morfolégicamente como An. benarrochi B o
An. oswaldoi, fueron procesados por PCR-RFLP
para el espaciador transcrito intergénico 2 (ITS-2),
siguiendo la metodologia propuesta por Ruiz, et
al.(6). Para la RFLP se utilizé la enzima Hae Il
(Promega™) como endonucleasa de restriccion,
la cual permiti6 diferenciar An. benarrochi B de
An. oswaldoi, obteniendo un patrén de bandas
caracteristico para cada una de las especies. El
sitio de corte de esta enzima es 5'...GG/CC...3' y
3'...CC/GG...5.

La determinacién de la infeccion natural con
Plasmodium spp. se hizo usando la técnica
inmunolégica ELISA propuesta por Wirtz, et al.
(27-29), siguiendo la metodologia estandar del
protocolo de estuches de ELISA, distribuidos por
los Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), utilizando los anticuerpos monoclonales de
P. vivax, VK210 y VK 247, y de P. falciparum.

A cada mosquito identificado se le separd
cuidadosamente la cabeza y el térax del abdomen,
para evitar la posibilidad de obtener falsos
positivos por presentar ooquistes en el estémago.
Similarmente, se removieron las alas y las patas,
tratando de evitar la deteccién de la proteina del
circumsporozoito circulante en la hemolinfa y para
disponer de estas partes en la identificacion de la
especie por morfologia y métodos moleculares.
Todos los mosquitos, excepto los identificados como
An. darlingi, fueron examinados individualmente
mediante ELISA; An. darlingi fue examinado en
grupos de cinco 0 menos mosquitos. Los grupos
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consistieron en mosquitos recolectados en la
misma fecha y a la misma hora, en el mismo sitio
de captura. Los resultados se leyeron en un lector
de ELISA con filtro de 405 nm, después de 30
minutos o una hora. Como punto de corte se usé el
doble del promedio de los negativos, el cual ha sido
encontrado como el mas confiable en evaluaciones
de campo (30). Los individuos positivos en una
primera ELISA, se confirmaron en una segunda
ELISA.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia. Se obtuvo consentimiento
informado por escrito de los participantes en la
metodologia propuesta para la recoleccién de
mosquitos sobre atrayente humano. Las personas
involucradas fueron técnicos con experiencia del
Grupo de Entomologia de DASALUD, Putumayo,
quienes participaron voluntariamente en el estudio
y quienes previamente conocian el protocolo
de la Organizacion Mundial de la Salud para las
recolecciones de mosquitos Anopheles.

Resultados
Determinacion taxonémica de las especies

Se encontraron tres criaderos permanentes vy
naturales, uno en la localidad La Concepcion,
Puerto Leguizamo, y dos en La Manuela,
Puerto Asis, en julio y agosto de 2007. Los tres
criaderos fueron expuestos al sol y con vegetacion
emergente. Se realizaron 246 series a partir de
las larvas recolectadas en estos criaderos y se
identificaron cuatro especies: An. rangeli (n=105),
An. triannulatus s.I. (n=72), An. albitarsis s.I. (n=60)
y An. braziliensis (n=9).

Biomédica 2013;33:42-52

En las capturas de mosquitos adultos se identifi-
caron 11 especies en 6.238 hembras adultas
recolectadas. Del total de hembras adultas, 5.770
fueron recolectadas con atrayente humano v,
468, en reposo animal. La especie de Anopheles
mas frecuente en las recolecciones con atrayente
humano fue An. benarrochi B (4.470 individuos,
que corresponden al 77,47 % del total de mosquitos
identificados), seguida por An. darlingi con 1.208
(20,94 %). Otras especies determinadas en
menor proporcion fueron An. rangeli (0,31 %), An.
albitarsis s.I. (0,43 %), An. oswaldoi s.I. (0,40 %),
An. triannulatus s.1. (0,17 %), An. neomaculipalpus
(0,09 %), An. mattogrossensis (0,09 %), An. costai
(0,07 %) y An. punctimacula (0,03 %). En el cuadro
1 se presenta el total de Anopheles recolectados
por localidad y por sitio de captura, en cada uno de
los municipios muestreados.

En abrigo animal, las especies recolectadas en
mayor proporcion fueron An. rangeli (64,53 %),
An. albitarsis s.I. (19,02 %) y An. benarrochi B
(9,19 %), y en menor proporcion, se encontraron
An. triannulatus s.l., An. braziliensis, An.
neomaculipalpus'y An. oswaldoi s.I., aportando tan
solo el 7,26 % (cuadro 2).

La especie An. benarrochi B se evidencié como
muy antropofilica, ademas de ser tanto endofagica
como exofagica, a diferencia de las especies An.
rangeliy An. albitarsis s.1., las cuales mostraron un
acentuado comportamiento zoofilico.

Se obtuvieron 54 familias a partir de 200 hembras
que se recolectaron en La Manuela, Puerto Asis,
las cuales fueron determinadas taxonémicamente
por morfologia de huevos, de larvas y de adultos

Cuadro 1. Especies de Anopheles presentes en las localidades de Puerto Leguizamo y P. Asis, Putumayo, recolectadas con
atrayente humano entre las 18:00 y las 21:00 horas, de noviembre de 2006 a agosto de 2007

Municipio Puerto Leguizamo Puerto Asis
Especies La Quebradita La Concepcion Puntales El Tablero La Manuela  Total %
Intra Peri Intra Peri Intra  Peri Intra  Peri Intra  Peri

An. benarrochi B 7 8 602 1288 179 875 726 785 4.470 77,47
An. darlingi 217 973 3 13 1.206 20,90
An. oswaldoi s.I. 1 4 1 9 1 5 2 23 0,40
An. rangeli 1 1 4 3 9 18 0,31
An. albitarisis s.I. 1 5 11 10 27 0,47
An. mattogrossensis 2 2 1 5 0,09
An. costai 1 3 4 0,07
An. triannulatus 1 1 1 3 10 0,17
An. punctimacula 1 1 2 0,03
An. neomaculipalpus 1 5 0,09
Total 1.208 1.908 26 1.069 1.559 5.770 100,00

Intra: intradomicilio; peri: peridomicilio
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Cuadro 2. Especies de Anopheles presentes en La Manuela,
Puerto Asis, recolectadas en abrigo animal, en agosto de 2007

Especies Numero de mosquitos %
recolectados

An. rangeli 302 64,53
An. albitarsis s.I. 89 19,02
An. benarrochi B 43 9,19
An. oswaldoi s.I. 17 3,63
An. triannulatus 1 2,35
An. neomaculipalpus 3 0,64
An. braziliensis 3 0,64
Total 468 100,00

hembra. De acuerdo con las determinaciones,
se logré el establecimiento de 27 familias de An.
benarrochi B, 14 familias de An. rangeli, 7 familias
de An. albitarsis s.I., 3 familias de An. triannulatus
s.l.y 1 familia de An. oswaldoi s.I.

Se obtuvieron secuencias para los dos marca-
dores (ITS-2 y COIl) de 33 especimenes: 18 An.
benarrochi B, 3 An. albitarsis s.l., 3 An. rangeli,
3 An. triannulatus s.l., 2 An. punctimacula, 1
An. costai, 2 An. neomaculipalpus, y 1 An.
mattogrossensis. De un especimen se obtuvo
solamente secuencia de ITS-2: 1 An. oswaldoi
s.l, y de 19 especimenes de An. darlingi se
obtuvieron solamente secuencias de COIl. Las
secuencias provinieron de especimenes obtenidos
a partir de isofamilias y de las recolecciones en
campo, determinados preliminarmente por las
caracteristicas morfologicas.

Las secuencias de [TS-2 y COI obtenidas a
partir de los especimenes, fueron incluidas en
el GenBank con los nimeros de acceso que se
presentan a continuacion. Para ITS-2, fueron:
An. benarrochi B (JX198285 - JX198302),
An. albitarsis s.l. (JX198279 - JX198281), An.
rangeli (JX198282 - JX198284), An. triannulatus
s.l. (UJX198276 - JX198278), An. punctimacula
(JX198303 - JX198304), An. costai (JX198308),
An. neomaculipalpus (KX198305 - JX198306), An.
oswaldoi s.I. (JX198309) y An. mattogrossensis
(JX198307). Para COl, fueron: An. benarrochi
B (JX205097 - JX205110), An. albitarsis s.l.
(UJX205114 - JX205116), An. rangeli (JX205117
- JX205120), An. triannulatus s.l. (JX205111
- JX205113), An. punctimacula (JX205122 -
JX205123), An. costai (JX205127 - JX205128),
An. neomaculipalpus (JX205124 - JX205125),
An. mattogrossensis (JX205126) y An. darlingi
(JX435780 - JX435797). Las determinaciones
preliminares se confirmaron con las comparaciones

Especies de Anopheles en Putumayo

de las secuencias del GenBank, a excepcién de las
especies An. punctimacula'y An. neomaculipalpus,
para las cuales no habia secuencias disponibles
para comparar. Los resultados se presentan en el
cuadro 3.

Un total de 1.067 individuos identificados como
An. benarrochi B o An. oswaldoi s.I., recolectados
en las diferentes areas y periodos de muestreo,
se procesaron por PCR-RFLP del ITS-2 del
ADN ribosémico. En 1.045 de los individuos se
observaron las bandas esperadas para la especie
An. benarrochi B (365, 137 y 38 pb). El patron de
corte esperado para An. oswaldoi s.I. (493 y 38 pb)
solo se evidencié en 22 de las muestras.

Determinacion de la capacidad infecciosa
natural de Plasmodium

Se examinaron 5.038 especimenes por ELISA. El
numero de especimenes por especie en los cuales
se detectd la proteina del circumsporozoito se
presentaen el cuadro 4. Anopheles benarrochiB fue
la Unica especie encontrada naturalmente infectada
con P. vivax 210 y VK 247. Los cinco individuos se
recolectaron en el municipio de Puerto Leguizamo,
en las localidades La Concepcién y El Tablero, a las
18:00 en el intradomicilio y en el peridomicilio. Los
especimenes de las demas especies, incluyendo
aquellas con antecedentes vectoriales, como An.
darlingi, An. rangeli, An. albitarsis s.l., An. oswaldoi
s.l. y An. punctimacula, fueron negativos para la
proteina del circumsporozoito.

Discusidn

Durante el desarrollo de este trabajo se encontraron
11 especies de Anopheles (An. albitarsis s.l., An.
benarrochi B, An. braziliensis, An. costai, An.
darlingi, An. mattogrossensis, An. neomaculipalpus,
An. oswaldoi s.l., An. punctimacula, An. rangeli y
An. triannulatus s.l) en los municipios de Puerto
Asis y Puerto Leguizamo, departamento del
Putumayo. La especie mas abundante recolectada
con atrayente humano en todos los periodos de
estudio fue An. benarrochi B. Esta especie, pese a
su abundancia picando humanos, no se recolectd
en ninguno de los hébitats larvarios identificados
cerca de las casas, posiblemente por el escaso
nuamero de criaderos encontrados o porque los
criaderos de esta especie estdn lejos de las
viviendas y en lugares méas sombreados. El escaso
nuamero de criaderos muestreados no permite
hacer inferencias. De acuerdo con este trabajo y
con los desarrollados anteriormente por Quifiones,
et al. (5), las caracteristicas de los criaderos de An.
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Cuadro 4. Infeccion con Plasmodium vivax detectada por
ELISA en mosquitos Anopheles recolectados con atrayente
humano, en Puerto Asis y Puerto Leguizamo, Putumayo, entre
noviembre de 2006 y agosto de 2007

Especie Mosquitos  Positivos Porcentaje de

examinados infeccion
por ELISA

An. benarrochi B 3.761 5 0,13

An. darlingi 1.190

An. albitarsis s.I. 23 -

An. oswaldoi s.1. 18 -

An. rangeli 18 -

An. triannulatus s.|. 11 -

An. mattogrossensis 6 -

An. neomaculipalpus 5 -

An. costai 4 -

An. punctimacula 2 -

Total 5.038 5 0,10

benarrochi B hasta el momento no se conocen. Su
descripcién es necesaria para conocer aspectos de
su biologia importantes en la toma de decisiones
en términos de alternativas para control vectorial.

Anopheles rangeli representé aproximadamente el
62 % de los individuos recolectados en reposo animal;
por el contrario, en recolecciones con atrayente
humano, solo representé el 0,31 % del total, lo que
demuestra un acentuado comportamiento zoofilico
y concuerda con lo reportado por Faran (16), quien
la describi6 como una especie que se recolecta
principalmente sobre caballos y ganado.

Anopheles  darlingi, reconocido vector de
paludismo en el pais, solo se encontré en el
municipio de Puerto Leguizamo, en las localidades
La Quebradita y Puntales. Estos resultados estan
de acuerdo con la distribucién reportada para esta
especie en trabajos desarrollados anteriormente
en el departamento del Putumayo, los cuales
la restringen a los limites con el Amazonas y la
responsabilizan de mantener el principal foco de
transmision de P. falciparum (5).

Seconfirmélaidentidadde las especies alcompararlas
con las secuencias de ITS-2del ADNry el gen COl del
ADNmt disponibles en el GenBank. Esto demuestra
la utilidad de esta metodologia, la cual, en conjunto
con la observacion de caracteres morfolégicos
de los estadios asociados de huevo, larva, pupa y
adulto, se constituyen en una herramienta Util que
permite la determinacion de especies pertenecientes
a complejos, siendo particularmente relevante en
estudios de incriminacién de vectores de malaria,
donde es necesaria una correcta determinacion de
los especimenes. Sin embargo, aun varios de los
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complejos estan por ser resueltos, como es el caso
del complejo An. albitarsis s.1., An. oswaldoi s.1. y, An.
triannulatus s.1., y de otras especies no se encontraron
secuencias disponibles en el GenBank para hacer
comparaciones, como fueron An. punctimaculay An.
neomaculipalpus. Las determinaciones taxonémicas
para estas especies se basaron en la morfologia de
los estados asociados y de las hembras adultas, y se
aportaron las secuencias al GenBank lo que facilitara
trabajos futuros.

Las secuencias de ITS-2 asociadas a isofamilias
de An. benarrochi B mostraron un 100 % de
identidad con las secuencias sometidas por Ruiz,
et al., 2005, para este mismo departamento.
Las evidencias morfolégicas, moleculares y de
comportamiento, discutidas por Ruiz, et al. (6), y
acumuladas durante los trabajos desarrollados
anteriormente en el Putumayo, sustentan la
necesidad de describir la especie que hasta
ahora se ha venido denominando An. benarrochi
B. Sallum, et al. (31), discute la necesidad de
establecer la definicion morfoldgica y molecular de
las especies del complejo An. benarrochi s.l. para
resolver el estatus taxonémico de las poblaciones
encontradas en Brasil, Pert y Colombia, dado que
se han encontrado diferencias en la morfologia de
los genitales de los machos y en el ITS-2 del ADNr
de An. benarrochi de Acrelandia, Acre, Brasil, con
las de Putumayo sometidas por Ruiz, et al. (6).

Conrelacién alcomplejo An. oswaldois.l.,Ruiz, et al.
(Ruiz F, Herrera M, Sallum M, Motoki M, Wilkerson
R, Ponsonby D, et al. Molecular systematics of the
Oswaldoi Complex (Anopheles: Nyssorhynchus) in
South America. In: The 16th European Society for
Vector Ecology Conference, March 25-28, 2008,
Fitzwiliam College, Cambridge) diferenciaron
cuatro especies, a saber, An. oswaldoi s.s., y An.
oswaldoiA, By C, con base en la morfologia de los
genitales de los machos y en secuencias de ITS-2
y COlI, y propusieron su distribucién asi: en Brasil,
An. oswaldoi s.s., Ay B; en Colombia, An. oswaldoi
A, By C; en Ecuador, An. oswaldoi By C; en Perq,
An. oswaldoi C; y en Trinidad y Venezuela, An.
oswaldoi B. Infortunadamente, las secuencias de
estos especimenes aun no estan disponibles en
el GenBank, por lo que no fue posible comparar
las secuencias de los especimenes obtenidas
en este trabajo. Al comparar estas secuencias
con las del GenBank, correspondientes a la
descripcion reiterada de An. oswaldoi s.s. de
muestras provenientes de Espirito Santo y Séao
Paulo (Brasil) (niumeros de acceso EF457228-
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EF457239), se demuestra una identidad del 97 %,
lo cual sugiere que la especie de An. oswaldoi s.I.
presente en el Putumayo es probablemente otra
de este complejo.

Para el complejo An.albitarsis s.I., se han descrito
seis especies: An. albitarsis Lynch-Arribalzaga, An.
deaneorum Rosa-Freitas, An. marajoara Galvao
y Damasceno, An. oryzalimnetes Wilkerson vy
Motoki, An. janconnae Wilkerson y Sallum y An.
albitarsis F (32), de las cuales, en Colombia se han
reportado An. marajoara, An. albitarsis F (33); v,
recientemente, Gutiérrez, et al. (32), al analizar
especimenes de la Costa Caribe de Colombia,
describié un linaje cercano a An. janconnae.
Las secuencias de Putumayo presentaron una
homologia del 99 % con An. marajoara, tanto por
ITS-2 como por COIl. Sin embargo, mostraron
también una gran homologia con An. albitarsis
F. Debido a la complejidad que presenta la
discriminacion de las especies de este complejo y
a la necesidad de realizar estudios mas completos
y a mayor escala que involucren las especies a
lo largo de su distribucién en Latinoamérica, la
identidad de la especie presente en Putumayo no
es clara y se clasifica como An. albitarsis s.l.

En este trabajo, la especie An. benarrochi B se
encontré6 naturalmente infectada mediante la
proteina del circumsporozoito de P. vivax (VK 210
y VK 247), con una tasa de infeccion total de 0,13
%, dos de ellos infectados con P. vivax 210 y tres
con P. vivax 247. Esta tasa de infeccion es mas
baja que la reportada para especies consideradas
vectores primarios, como An. darlingi (entre 0,98
%y 2,1 %) (8,34), lo cual podria explicar por qué
An. benarrochi B no se habia encontrado infectada
en los anteriores estudios en el departamento, y
es comparable con la obtenida para esta misma
especie en los estados de Loreto y Ucayali (Peru)
(0,14 % en 6.323 grupos de mosquitos evaluados),
donde cumple unimportante papel en latransmision
del paludismo (8). Que esta especie haya sido
encontrada naturalmente infectada Unicamente
con parasitos de P. vivax, no es sorprendente,
dado que en los ultimos siete afos los casos de
malaria reportados por el departamento se deben
principalmente a esta especie de Plasmodium, y
particularmente para el afio 2007, durante el cual
se recolectd el mayor nimero de especimenes
de Anopheles aqui evaluados, el 97,20 % de los
casos diagnosticados fueron causados por P.
vivax. Ademas, estos resultados también podrian
sugerir que la longevidad de esta especie no es
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suficiente como para soportar el desarrollo de P.
falciparum.

Los cinco An. benarrochi B positivos fueron
recolectados en agosto en tres dias diferentes,
tanto en el intradomicilio como en el peridomicilio,
entre las 18:00 y las 19:00, periodo en que los
habitantes de la zona estan afuera de sus casas.
En los estudios de Quifiones, et al. (5), el pico
de actividad de esta especie se establecié entre
las 18:00 y las 24:00. Estos resultados tienen
implicaciones importantes para el control de la
malaria en esta regién y, dada la abundancia de
esta especie y su asociacién con los humanos, se
puede recomendar la implementacion de métodos
de proteccion personal, tales como el uso de
repelentes y de toldillos para disminuir el contacto
entre los humanos y el vector.

En el muestreo en La Quebradita, Puerto Leguizamo,
la especie mas abundante fue An. darlingi,
reconocida como vector primario en el pais (15,35)
y la cual ha sido encontrada naturalmente infectada
con esporozoitos de P. falciparum, P. vivax 210 y
P. vivax 247 alo largo y ancho de la Amazonia, con
tasas de infeccién que varian entre 2,7 y 22,4 %
(8,15,33,36-38). En este estudio, An. darlingi no
se encontrd naturalmente infectada con ninguna
de las especies de Plasmodium evaluadas,
resultado similar al obtenido en estudios previos
de infeccién natural en el departamento (5). Sin
embargo, cabe destacar que los individuos que se
evaluaron solo correspondian a los recolectados
durante un mes.

Los resultados del presente trabajo sugieren que
la nueva especie, hasta ahora designada como
An. benarrochi B, puede jugar un papel importante
en la transmisién de malaria en el departamento
del Putumayo, dada su gran antropofilia y a que
se encontré naturalmente infectada con P. vivax.
Estos hallazgos se suman a los obtenidos por
Quinones, et al. (5), quienes incriminan a An.
oswaldoi s.l. y a An. rangeli como vectores en el
departamento, demostrando la heterogeneidad
que los vectores de malaria pueden exhibir en
una regién en particular. Se requieren estudios
posteriores que permitan describir y saber mas
de la biologia de este nuevo vector de malaria
en Colombia, como son los tipos de criaderos, el
estado de vulnerabilidad ante los insecticidas y
su capacidad vectorial, informacién que sera de
utilidadparalaselecciony evaluacionentomolégica
de las medidas de control de malaria por parte de
la secretaria de salud del Putumayo.
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