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2 Resumen

Los estudios sobre los vectores de malaria aviar siguen siendo escasos en el neotropico y el papel de
los insectos endémicos sigue sin estar claro en la transmision de esta enfermedad. A diferencia de la
malaria en humanos, trasmitida solo por mosquitos Anophelinae, la malaria aviar se trasmite por un
conjunto mas extenso de insectos por lo que se debe estudiar un espectro mas amplio de vectores.
Ademas, es indispensable estudiar el efecto de la urbanizacion pues esta afecta las dinamicas de
transmision de estos parasitos. En este estudio, registramos tres de las cuatro familias de insectos que
actuan como vectores de la malaria aviar para América, Culicidae, Ceratopogonidae y Simulidae. La
familia Culicidae la mejor representada (94% de los individuos capturados) y distribuida en el area
estudiada. A partir de las muestras analizadas con herramientas moleculares identificamos once
especies potenciales vectores de malaria aviar en el area de estudio. De estas, Culex pipiens 'y Aedes
aegypti fueron las més abundantes en relacion al total de individuos capturados. Las especies Aedes
aegypti, Culex pipens, Anopheles albimanus y Haemagogus janthinomys se registraron de cuatro a
mas municipios muestreados; el resto se registraron en dos o tres de los municipios que formaron
parte del estudio. Los andlisis genéticos y ecologicos revelaron una importante riqueza y abundancia
de insectos potenciales vectores de malaria aviar en el departamento de Zacapa, lo que indica la
posibilidad de brotes de esta enfermedad en aves silvestres y de corral, asi como otras arbovirosis
transmitidas por estos vectores.

Palabras clave: Malaria aviar, Vectores de enfermedades, Insectos endémicos, Transmision de
enfermedades zoonoticas, Vigilancia epidemiologica

Abstract

Studies on avian malaria vectors remain scarce in the neotropics and the role of endemic insects in
the transmission of this disease is still unclear. Unlike human malaria, which is transmitted only by
Anophelinae mosquitoes, avian malaria is transmitted by a more extensive range of insects, so a
broader spectrum of vectors must be studied. Additionally, it is essential to study the effect of
urbanization, as this affects the dynamics of parasite transmission. In this study, we recorded three of
the four families of insects that act as avian malaria vectors for the Americas, Culicidae,
Ceratopogonidae, and Simulidae. The Culicidae family was the best represented (94% of captured
individuals) and distributed in the study area. From the samples analyzed with molecular tools, we
identified eleven potential avian malaria vector species in the study area. Of these, Culex pipiens and
Aedes aegypti were the most abundant in relation to the total number of captured individuals. The
species Aedes aegypti, Culex pipens, Anopheles albimanus, and Haemagogus janthinomys were
recorded in four or more sampled areas; the rest were recorded in two or three sites that were part of
the study. Genetic and ecological analyses revealed significant richness and abundance of potential
avian malaria vectors in the department of Zacapa, indicating the possibility of outbreaks of this
disease in wild and domestic birds, as well as other arboviruses transmitted by these vectors.



Keywords: Avian malaria, Disease vectors, Endemic insects, Zoonotic disease transmission,
Epidemiological surveillance.

3 Introduccion

La malaria aviar constituye un excelente modelo para el estudio de la dinamica de transmision de
parasitos en animales a través de vectores (Lapointe et al., 2012; Rivero & Gandon, 2018). En la
actualidad, la interaccion parasito-hospedero de malaria ha sido mejor estudiada que la interaccion
vector-parasito. Ademas, la mayor parte de la investigacion sobre vectores se concentra en
mosquitos del género Anopheles, transmisores de los hemosporidios del género Plasmodium, que
causan malaria humana (Enayati & Hemingway, 2010). Esto ha provocado un sesgo hacia el estudio
de un grupo reducido de vectores de la enfermedad y un desconocimiento sobre la dindmica de
transmision a aves silvestres y cautivas y sobre su potencial zoondtico.

Por otro lado, pocos estudios sobre transmision de enfermedades transmitidas por vectores toman en
cuenta el efecto de las actividades humanas como la deforestacion, urbanizacién y cambio de uso del
suelo. Tomar en cuesta estos factores es indispensable ya que, bajo estos escenarios alterados, los
vectores especializados en un grupo de vertebrados pueden verse obligados a cambiar de presas
como consecuencia de un cambio de composicion en la comunidad de hospederos (Lyimo et al.,
2009). De hecho, algunos estudios muestran que la urbanizaciéon y cambio del uso del suelo tiene el
potencial de favorecer la transmision y aumentar la prevalencia de enfermedades vectoriales en
animales silvestre, de crianza y en humanos (e.g. Leishmaniasis, Chagas, Oncocercosis y Malaria)
(Patz et. al 2000; Pongsiri eta al 2009; Romero-Alvarez & Escobar 2017).

La region del oriente del pais es un escenario adecuado para el estudio de la relacion vector-parasito
de malaria en ambientes perturbados. Los bosques secos de esta region han sufrido tasas intensas de
deforestacion y perturbacion, con la reutilizacion de las tierras para agricultura extensiva, ganaderia
y establecimiento de centros urbanos. Esta pérdida del hdbitat e incremento de la urbanizacion puede
tener importantes implicaciones en la dindmica de transmision de vectores de malaria de sitios
silvestres a areas mas perturbadas, con el potencial de afectar aves cautivas, de traspatio e incluso a
humanos.

De hecho, en la region del oriente ya se han reportado brotes de malaria aviar y presencia de estos
patégenos en aves de crianza tecnificada y de traspatio (Arocha-Lopez, 2019). Ademas, se ha
detectado una importante prevalencia de parasitos de malaria aviar en aves silvestres, principalmente
aves de areas con cierto nivel de urbanizacion (Bustamante-Castillo et al., 2022). Ademas, el
consecuente incremento en el aprovechamiento de la biodiversidad (e.g. extraccion de fauna
silvestre, colecta de material vegetal, extraccion selectiva de lefia, entre otros) como resultado de
esta perturbacion ha incrementado la interaccion entre la fauna silvestre y los humanos, acrecentando
la posibilidad de transmision de patdogenos desde areas naturales a sitios con mayor presencia
humana.



El estudio de la transmision de malaria aviar en esta region es relevante pues gran parte de la
poblacion humana asentada en esta area vive en condiciones de pobreza y el brote de enfermedades
transvectoriales, como la malaria aviar, pueden causar pérdidas econdomicas importantes si afectan a
las aves de crianza tecnificada, de traspatio o corral. Ademas, la ocurrencia de una nueva zoonosis
podria poner en peligro a los comunitarios de las aldeas mas pobres.

En la region del oriente del pais han sido escasos los estudios para identificar las especies de
mosquitos potenciales vectores de malaria aviar y otros patogenos que atacan animales silvestres, de
crianza y humanos. Mucho se desconoce sobre la diversidad y abundancia de estos vectores y su
potencial como transmisores de malaria aviar. Los estudios encaminados a conocer estos parametros
ecologicos de las poblaciones de mosquitos selvaticos y urbanos, permiten establecer el riesgo de
transmision de estas enfermedades y aportar recomendaciones a las autoridades de salud, sobre
prevencion, vigilancia y posible control de estas especies en la zona.

La presente investigacion identificd especies de mosquitos otros insectos potenciales vectores de
malaria aviar que pueden transmitir la enfermedad a aves silvestres, de corral e incluso a humanos.
En el departamento de Zacapa. En este trabajo analizamos la diversidad y abundancia de estos
insectos y su potencial como transmisores de malaria aviar. Ademas, se realizaron pruebas para
establecer la presencia de los parasitos de malaria aviar en pools de insectos capturados en el area de
estudio.

Para realizar este estudio empleamos trampas BGA y CDC de luz para capturar un espectro amplio
de potenciales vectores de la enfermedad. Las trampas se ubicaron en area naturales y urbanas de
Zacapa. La identificacion de los vectores se realizd6 empleando claves dicotdmicas herramientas
moleculares. A partir de grupos de potenciales vectores de malaria aviar se determiné la prevalencia
de hemosporidios mediante diagndstico molecular empleando un PCR anidada (Ciloglu et al., 2019).

4 Planteamiento del problema

En la actualidad, los patrones generales de infeccion por malaria en aves han sido bien estudiados.
Sin embargo, se sabe poco sobre los vectores y la diversidad de parasitos dentro de ellos,
conocimiento esencial para entender la ecologia de esta enfermedad y tomar medidas preventivas de
transmisiéon en aves cautivas, de traspatio y/o en humanos. En general, la mayor parte de la
investigacion sobre vectores de malaria se concentran en la familia Culicidae, y existe un sesgo hacia
el estudio del género Anopheles, por ser los vectores de los hemosporidios del género Plasmodium,
que causan la malaria en humanos (Enayati & Hemingway, 2010; Santiago-alarcon, 2020). Esto hace
necesario estudiar un espectro mas amplio de vectores y el uso de distintas técnicas de captura que
tengan en cuenta diferencias en la biologia de las distintas especies segun la region.

Por otro lado, se sabe que la perturbacion de origen antrdpico (e.g. urbanizacion, deforestacion,
cambio de uso del suelo para agricultura, entre otros) afecta la ecologia de la interaccion
parasito-vector (Santiago-Alarcon y Delgado-V, 2017). Por ejemplo, la deforestacion y la
urbanizacioén disminuye la biodiversidad de un ecosistema y reemplaza las presas silvestres de los



vectores por animales cautivos o por humanos. Esto también puede favorecer espacios de
reproduccion de los vectores (e.g. a nivel domiciliar en sitios donde se almacena inadecuadamente el
agua) lo que puede provocar un incremento de abundancia y riqueza de vectores y prevalencia de los
parasitos que estos transmiten (Ferraguti J. M., 2020).

Por otro lado, la region de bosque seco del oriente del pais ha sufrido tasas intensas de deforestacion
y perturbacion, con la reutilizacion de las tierras para agricultura extensiva (ej. melon, sandia,
mango, limén, tabaco, entre otros), crianza de ganado y la expansion de centros urbanos. Esta
pérdida y perturbacion del habitat puede tener importantes implicaciones en la dindmica de
transmision de parasitos de malaria de sitios silvestres a areas mas perturbadas a través de sus
vectores, con el potencial de afectar aves cautivas, de traspatio e incluso a humanos. Ademas, el
consecuente incremento en el aprovechamiento de la biodiversidad (e.g. extracciéon de fauna
silvestre, colecta de material vegetal, extraccion selectiva de lefia, entre otros) como resultado de la
perturbacion ocurre en esta area ha incrementado la interaccidon entre la fauna silvestre y los
humanos, acrecentando ain mas la posibilidad de transmision de patdégenos desde areas naturales a
sitios con mayor presencia humana.

La aparicion de enfermedades trans-vectoriales con potencial para causar pérdida en aves de crianza,
de corral o traspatio, puede tener consecuencias negativas en la economia y seguridad alimentaria de
las comunidades asentadas en esta region. Ademads, el surgimiento de enfermedades zoonoéticas
podria poner en peligro a comunidades con situacion nutricional comprometida. De hecho, en el
oriente ya se han reportado brotes de malaria aviar y presencia de estos patdogenos en aves de crianza
tecnificada, de traspatio (Arocha-Lopez, 2019) y en aves silvestres en sitios cercanos a comunidades
humanas (Bustamante-Castillo et al., 2022). Sin embargo, no se ha explorado estas areas en busca de
estudiar la interaccion vector-pardsito y los mecanismos ecologicos que pueden facilitar el riesgo de
contagio de esta enfermedad.

El estudio de la interaccion vector-parasito, junto al ya iniciado estudio de la interaccion hospedero
silvestre/cautivo y sus parasitos en la region, puede permitir identificar potenciales sitios de riesgo
de trasmision de la enfermedad a animales y humanos (Romero-Alvarez & Escobar 2017), a
desarrollar sistemas de alerta temprana de brotes, puede contribuir a abastecer de forma temprana y
adecuada centros de salud animal y humana e incluso justificar la proteccion de areas naturales
(King, 2014).

5 Delimitacion en tiempo y espacio
6.1 Delimitacion en tiempo

El estudio se llevo a cabo de febrero a diciembre del 2022; la fase de campo inicio en marzo de 2022
y la de laboratorio en abril de 2022. La fase de laboratorio incluy6 tanto el procesamiento de las
muestras colectadas en el laboratorio de entomologia del CUNZAC como el procesamiento de
muestras en el laboratorio de Biologia Molecular del CUNZAC donde se extrajo ADN tanto de
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potenciales vectores de malaria como de los parasitos que estos pudieran acarrear en el area de

estudio.

6.2 Delimitacion espacial

El estudio se llevd a cabo en el oriente del pais, en la Region Semidrida del Valle del Motagua
-RSVM- en el departamento de Zacapa. La RSVM esté ubicada en el este de Guatemala, entre 300 a
900 msnm (Mapa del area de estudio en Figura 1). La temperatura media anual de esta area es de
26.9 ° C, y la precipitacion anual promedio es de 815 mm. El clima es tropical subhtimedo, con una
estacion seca que dura de 5 a 7 meses, generalmente de noviembre a mayo (Ngjera-Acevedo, 2006).
El area se compone de un mosaico de parches de bosques secos tropicales alterados en una matriz de

usos de la tierra antropogénicos que incluyen cultivos (principalmente de meldn, sandia, limon,

tabaco, mango y okra), pastos, areas de pastoreo y asentamientos humanos.
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Figura 1. Mapa del area de estudio. El area muestreada se observa en gris oscuro. Se indica la
ubicacion de sitios de muestreo y clasificacion de los sitios segin su tipo de uso del suelo. En color
gris intenso se observa el Departamento de Zacapa. PRND = PRM Nifio Dormido, RNPH = Reserva
Heloderma, PREC = Parque Regional Municipal El Castillo, FLE = Finca Los Encuentros, FEP =
Finca Emerio Portillo, FAS = Finca Adrian Salguero, FCV = Finca Vargas, PC = Pueblo Cabanas y
FZ = Finca Zacapa.

6 Marco teorico
Malaria aviar

La malaria aviar es una enfermedad causada por distintas especies de protozoarios parasitos
sanguineos (Valkiunas, 2005). Los parésitos de la malaria aviar (Plasmodium, Haemoproteus,
Leucocytozoon) pertenecen al grupo de protozoarios del filum Apicomplexa. Son parasitos
cosmopolitas registrados en diversos grupos de aves y en todo el mundo, excepto en la Antartida.
Esta enfermedad ataca a numerosas especies de aves e incluso estd llevando a la extincion a algunas
especies que habitan en islas. Por ejemplo, Plasmodium relictum, y el mosquito vector que lo
transmite, causé declives y extinciones entre la comunidad de aves de Hawaii (Atkinson et al., 1995)
En algunas partes del mundo se han registrado pérdidas totales de las aves de crianza en granjas
avicolas a causa de esta enfermedad. Por ello, un incremento de malaria aviar puede significar no
solo pérdidas de biodiversidad, sino también un impacto negativo a gran escala en la actividad
avicola (Valkiunas, 2005).

Ciclo de vida de los pardasitos de malaria aviar

En general, los parasitos causantes de la malaria aviar deben completar distintas fases de su ciclo de
vida y desarrollarse para alcanzar etapas infectivas. La maduracion permite lograr exitosamente su
transmision a un nuevo individuo, empleando un vector. Los vectores son insectos dipteros cuya
funcion es transmitir y permitir el desarrollo del ciclo sexual y asexual dentro de ellos
(Martinez-deLaPuente & Ferraguti, 2020). Los vectores se alimentan de aves hemoparasitadas, estos
ingieren esporogonias cargadas de microgametocitos que dentro de ¢l comienzan un proceso de
exflagelacion, formando fases flageladas moviles Ilamados microgametos. Mientras los
macrogametocitos maduran y se transforman en macrogametos, los cuales son fecundados por los
microgametos formando un cigoto. El cigoto se convierte en oocineto. Este ultimo se ancla a la
pared epitelial del intestino del mosquito desarrollando oocistos. Los oocistos son morulas de
incubacion que permiten el desarrollo de las fases infectivas.

Una vez que los oocistos han incubado en este ambiente, se desarrolla en ellos los esporozoitos, la
fase infectiva de los parasitos. Cuando estos alcanzan la madurez, rompen el oocisto y a través de la
hemolinfa se diseminan por todo el cuerpo del vector hasta llegar a las glandulas salivales, donde se
acumulan. Cuando el vector penetra el tejido de un individuo para alimentarse de su sangre, inocula
a los parésitos con su saliva. Esta saliva viene cargada de esporozoitos que se movilizan a través del
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torrente sanguineo del nuevo hospedador. En este nuevo hospedador se desarrolld de la fase asexual
del parasito (Santiago-Alarcon, Palinauskas, et al., 2012). Los esporozoitos son los responsables de
establecer la enfermedad en el hospedador, y cuando se han alimentado y finalizado su maduracion
forman una esporogonia que contiene a los gametocitos (microgametocitos y macrogametocitos) los
cuales seran nuevamente ingeridos por los parasitos vectores al alimentarse del ave que los hospeda.

El Orden Diptera y las familias con especies transmisoras de malaria aviar

El orden Diptera es uno de los 6rdenes de insectos mas diverso con alrededor de 159,000 especies
descritas en todo el mundo, y con aproximadamente de 32,500 especies en el Neotropico (Borkent y
Brown, 2015). Las especies de dipteros relevantes con relacion a la transmision de patogenos como
la malaria son las hematofagas (que constituyen unicamente el 10% de las especies de este orden),
quienes en etapa adulta se alimentan de sangre de vertebrados (aunque llenan sus requerimientos
nutricionales con otros recursos como néctar). Dentro de este ultimo grupo, cuatro familias poseen
especies que son vectores de hemosporidios de aves: Culicidae (mosquitos), Simuliidae (moscas
negras), Ceratopogonidae (mosquitos mordedores, chaquistes, purrujas, entre otros) y
Hippoboscidae.

Los Culicidae incluyen principalmente especies con hembras hematdfagas (con etapas inmaduras
acuaticas). Este grupo incluye las especies de insectos mas importantes asociadas a enfermedades
epidémicas como la malaria. Varias especies de este grupo son transmisores del género Plasmodium
(Santiago-alarcon, 2020). Los Simuliidae son un grupo relativamente pequefio que incluye
principalmente especies con hembras hematdfagas. De los 32 géneros de esta familia, los géneros
Austrosimulium, Cnephia, Prosimulium y Simulium tienen especie relacionas a la transmision de
patégenos. En la familia Ceratopogonidae los géneros Culicoides, Leptoconops, Austroconops y
Forcipomyia incluyen hembras hematofagas, y solo especies del género Culicoides son vectores de
Haemosporidios de aves (Borkent y Brown, 2015). Finalmente, los Hippoboscidae se conocen
comunmente como moscas piojo y exhiben algunas adaptaciones para la vida parasitaria (como el
desarrollo intrauterino completo de la larva). Las moscas piojo son vectores de patdgenos aviares
como las especies del género Trypanosoma 'y Haemoproteus (Santiago-Alarcon, Palinauskas, et al.,
2012). Generalmente se acepta que las especies de mosquitos (Culicidae) de diferentes géneros
transmiten parasitos del género Plasmodium. Haemoproteus (Parahaemoproteus) se transmiten por
los mosquitos que pican, en su mayoria de género Culicoides (Ceratopogonidae), mientras que
Haemoproteus (Haemoproteus) se transmiten por moscas piojo (Hippoboscidae). Las especies de
Leucocytozoon se transmiten por moscas negras (Simuliidae), pero Leucocytozoon (Akiba) caulleryi
(la unica especie de este subgénero que infecta a las aves) es transmitida por moscas
ceratopogonidas. Existe alguna evidencia de que la unica especie del género Fallisia que infecta aves
se transmiten por mosquitos de la subfamilia Culicidae (Santiago-Alarcon, Palinauskas, et al., 2012).
Ademas, la mayor parte de la investigacion sobre los vectores hemosporidianos se concentra en los
Culicidae.

Malaria aviar y su relacion con niveles de perturbacion antropica
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Mientras las poblaciones humanas aumentan en todo el mundo, los bosques se transforman
drasticamente. Durante este proceso la invasion de los suelos genera un aumento en la tasa de
contacto entre mosquitos y hospedadores susceptibles. La relacion entre la pérdida de biodiversidad
y la aparicion de enfermedades se baséd originalmente en la hipotesis del efecto de dilucion. Esta
hipétesis predice que diversas comunidades ecologicas limitan la propagacion de enfermedades a
través de varios mecanismos. Por lo tanto, la pérdida de diversidad podria agravar las epidemias que
dafian a los seres humanos y la vida silvestre.

Lo que si esta claro es que la pérdida de biodiversidad interrumpe la interaccion que existe entre
parasito y hospedador, aumentando asi, los brotes de enfermedades transmitidas por vectores en
otros vertebrados (Martinez-deLaPuente & Ferraguti, 2020). Ademas, la invasion de zonas boscosas
por actividades antrépicas disminuye claramente la poblacion de aves silvestres lo cual podria
suponer la disminucion en la poblacion de hemosporidios en circulacion (De La Torre et al., 2021).
En este sentido, Ferraguti y colaboradores (2017) evaluaron la capacidad de transmision de parasitos
del género Plasmodium sp. y establecieron dos procesos importantes para lograr el éxito en la
transmision: 1. La tasa de contacto entre mosquitos y hospedadores vertebrados infectados y
susceptibles a la infeccion, y 2. la capacidad de desarrollo del patégeno en el interior del mosquito.
La perturbacion y destruccion del habitat parece tener un efecto importante en la tasa de contacto
entre el vector y los parésitos. Asimismo, Ferraguti (2017), obtuvo evidencias en su tesis doctoral de
que actualmente es mas comun encontrar aves infectadas con parasitos causantes de malaria aviar en
las zonas urbanas.

Ademas, la transformacion de los suelos genera también cambios en el comportamiento de
alimentacion de los mosquitos y por lo tanto la capacidad de desarrollar a los parésitos dentro de
ellos se vuelve mas exitosa (Ferraguti et al., 2018). Por ejemplo, la urbanizacion puede favorecer
espacios de reproduccion de los vectores (e.g. a nivel domiciliar donde se almacene
inadecuadamente el agua) lo que puede provocar un incremento de abundancia y riqueza de vectores
y prevalencia de los parasitos que estos transmiten (Martinez-deLaPuente & Ferraguti, 2020). En
este sentido, hay que tomar en cuenta que la perturbacion y la pérdida de habitat pueden afectar
algunas interacciones vector-parasito o hospedero-parasito mas que a otras. Por ejemplo, varios
estudios han establecido un vinculo entre los patrones de deforestacion y la abundancia de Anopheles
darlingi Root, 1926, uno de los vectores de malaria mas importantes en el Neotrdopico.

7 Estado del arte

El conocimiento sobre la distribucion de los vectores transmisores de hemosporidios aviares en
América y sus zonas tropicales es escaso, y existen diversos aspectos de la ecologia de esta
enfermedad que atn no han sido bien estudiados. En particular, para el neotropico, se tiene mas clara
la dinamica de la interaccion hospedero-parasito que la del vector-parasito (Santiago-alarcon, 2020).
Ademas, la mayor parte de la investigacion sobre vectores de hemosporidios se concentra en la
familia Culicidae. De este grupo, los mosquitos del género Anopheles han sido los mas estudiados
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por ser los principales vectores de los parésitos del género Plasmodium, que causa la malaria en
humanos.

En general, la evidencia sugiere que en zonas boscosas y en aves de vida silvestre de América, es
posible encontrar una diversidad importante de hemosporidios aviares (Marroquin-Flores et al.,
2017). En México se han identificado algunos grupos de mosquitos adultos del género Culicidae del
sector rural y algunos hemosporidios aviares en estos vectores, asi como su preferencia alimenticia.
Estos estudios han mostrado una preferencia de los mosquitos hacia los humanos y ganado bovino
(Abella-Medrano, Ibafiez-Bernal).

En Guatemala, los estudios sobre vectores de hemosporidios son escasos y se centran en los
transmisores de malaria humana. Por ejemplo, un estudio para identificar vectores relacionados con
enfermedades zoonoticas virales en Jutiapa detecto a Aedeomyia aquiamipennis, en diversas lagunas
y rios del territorio. (Diéguez-Fernandez et al., 2006). Este tltimo es un vector relacionado con la
transmision del virus Gamboa, pero también de malaria aviar (Cuevas et al., 2020).

Ademas, otras investigaciones han identificado ya algunos hemosporidios menos comunes en aves
silvestres en cautiverio de centros de rescate y en aves de produccion en distintas regiones del pais
(Salazar, 2012; Jauregui, 2014; Lopez & José, 2018; De Leon, 2019). Sin embargo, a pesar del
importante papel de los vectores en el mantenimiento de la diversidad de hemosporidios aviares
cercanos a la poblaciéon humana rural y urbana, el estudio de sus vectores no ha sido incorporado en
ninguno de los estudios en el pais.

8 Objetivos
General

Analizar la riqueza de potenciales vectores de malaria aviar y la prevalencia de géneros de
hemosporidios causantes de esta enfermedad en areas rurales y urbanas en el oriente de Guatemala.

Especificos
1. Identificar las familias de vectores de malaria aviar en el area de estudio.
2. Determinar la riqueza y prevalencia de géneros de hemosporidios presentes en las familias de
insectos potenciales vectores identificados en el drea de estudio.
3. Comparar la prevalencia de géneros de hemosporidios presentes en areas naturales y areas
urbanas del sitio de estudio.

9 Hipotesis
No aplica.
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10 Materiales y métodos
10.1 Enfoque de la investigacion

Este proyecto tuvo un enfoque cuantitativo pues se basa en la recoleccion de datos de campo,
analisis de laboratorio y andlisis estadisticos para establecer la asociacion entre la prevalencia de
infeccion por parasitos de malaria aviar en mosquitos vectores en respuesta a distintos tipos de
habitat.

Esta investigacion fue descriptiva y correlacional. Fue descriptiva pues se describieron las especies
de dipteros potenciales vectores de malaria aviar en el area de estudio y se hizo una descripcion de la
prevalencia de malaria en distintos grupos de vectores. El estudio es correlacional pues analizara la
asociacion de la riqueza de vectores y la presencia de parasitos de malaria segin distintos tipos de
hébitat en el area de estudio.

10.2Método
10.3 Recoleccion de informacion

Se visitaron nueve sitios de muestreo distribuidos en areas de bosque seco del departamento de
Zacapa. Se establecieron cinco areas en sitios urbanos y/o perturbadas y cuatro en areas rurales. La
clasificacion de los sitios de muestreo se realizd en base a si constituian areas urbanas o periurbanas
o si se encuentran alejadas de asentamientos humanos (Cuadro 1). En cada sitio se establecié un
transecto lineal de muestreo. Sobre este transecto se ubicaron cuatro trampas BG y cuatro trampas
CDC. Las trampas se intercalaron dejando al menos 100 m lineales (estimados con GPS) para evitar
competencia entre trampas. Cada trampa se identificé empleando cinca forestal y en cada cinta se
incluy¢ la siguiente informacion: fecha, codigo de la localidad y tipo de trampa.

Para la captura de los insectos de interés se emplearon trampas BG-Sentinel 2 y trampas CDC de luz
ultravioleta. Las trampas BG se cebaron con el atrayente para mosquitos BG-Lure que tiene una
combinacion de tres componentes que imitan el olor de la piel humana. Ademas, se cebaron con un
sistema de generacion de didxido de carbono (CO,) por fermentacion con levadura activada. La
levadura activada se prepar6 empleando levadura para panaderia, azucar y agua. Estos cebos se
colocaron con el fin de incrementar la probabilidad de captura de insectos potenciales vectores de
malaria en la zona (Smallegange et al., 2010).
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Cuadro 1. Nombre, ubicacion y clasificacion segiun uso del suelo de las nueve areas de muestreo del
del estudio.

Cédigo de lugar Nombre del sitio N W Municipio Uso
PRND PRM Niiio Dormido 14.90542 -89.81735 Cabafias rural
RNPH Reserva Heloderma 14.86298 -89.78248 Cabafias rural
PREC Parque Regional 15.04235 -89.6095 Rio Hondo rural
Municipal El Castillo
FLE Finca Los Encuentros 14.88654 -89.4977131 Zacapa rural
FEP Finca Emerio Portillo 15.01711 -89.60807 Estanzuela rural
FAS Finca Adrian Salguero 14.95724 -89.56281 Zacapa urbano
FCV Finca Carlos Vargas 14.99425 -89.5466 Zacapa urbano
PC Pueblo Cabaiias 14.934188 89.796576 Cabafias urbano
FZ Finca Zacapa. 14.9783 89.51612 Zacapa urbano

Las trampas se ubicaron siempre bajo sombra y alejadas del viento y lluvia y se activaron
generalmente a partir de las 9 am. Las trampas se revisaron cada 24 horas, durante 2 dias en cada
sitio. Las colectas se realizaron entre abril y noviembre del afio 2023. Sin embargo, la mayoria de
sitios y muestreos se realizaron entre julio y noviembre de 2023. En cada revision, se cambio la red
de captura de la trampa y las que contenian la colecta se colocaron dentro de recipientes plasticos y
estos se transportaron dentro de hieleras para mantener las muestras en buen estado. Las muestras
colectadas se refrigeraron hasta su procesamiento el cual generalmente se llevd a cabo mas tarde ese
mismo dia o el siguiente dia.

La clasificacion e identificacion de insectos de interés se realizo en el laboratorio de entomologia del
Centro Universitario de Zacapa (CUNZAC). Para ello, se emplearon pinzas de punta fina, cajas de
Petri y estereoscopios Leica y Olympus. Inicialmente, de toda la muestra capturada se seleccionaron
unicamente los individuos que pertenecian a alguna de las familias de culicidos que se sabe pueden
transmitir malaria aviar: Culicidae (mosquitos), Simuliidae (moscas negras), Ceratopogonidae
(mosquitos mordedores, chaquistes, purrujas, entre otros) e Hippoboscidae. Para identificar a los
insectos de estas familias se emplearon caracteristicas diagnosticas basadas en el patréon de venacion

16



alar de cada grupo que se describe en el libro “Study of Insects” (Triplehorn & Jhonson, 2005).
Algunos especimenes pudieron identificarse hasta género o especie, principalmente culicidos como
Aedes albopictus, Aedes aegypti o Anopheles albimanus. Para identificar a estos Ultimos se
emplearon claves de identificacion de dipteros incluyendo la clave de identificacion de hembras
hematofagas que transmiten malaria publicada por Santiago-Alarcon y Marzal (2020) y la clave de
identificacion de zancudos de Darsie (Darsie, 1994).

Después de la clasificacion inicial, todos los individuos identificados se agruparon por fecha de
colecta, sitio de colecta y tipo de trampa y se almacenaron en tubos plasticos y se almacenaron en
refrigeradores del laboratorio de entomologia del Centro Universitario de Zacapa (CUNZAC). Los
datos de cada vial se ingresaron en la base de datos del proyecto. Los insectos de la familia Culicidae
se colocaron en viales sin alcohol que después se guardaron en un congelador. El resto de insectos
potenciales vectores se almacenaron en tubos con alcohol al 95%.

10.4 Procesamiento y analisis de la informacion

10.1 Técnicas e instrumentos

10.1.1 Identificacion molecular de vectores

Extraccion de ADN

Se selecciond un individuo de cada especie de potenciales vectores de malaria aviar. El ADN de los
mosquitos se extrajo utilizando el kit de extraccion “gMAX DNA MINI KIT” IB47282 (IBI
Scientific).

Los especimenes se colocaron en tubos de 1.5 mL y se sumergieron en 100 puL de buffer de lisis
(GST Buffer) y 10 uL de proteina K durante 24 h a 60 °C con agitacion. Posteriormente, los
especimenes se trasladaron a otro tubo y se sumergieron en etanol al 95% para detener la digestion.
A la solucion de lisis se le agregaron 100 pL GSB Buffer y se mezclé vigorosamente.

Luego se agregaron 2.5 uL de ARNasa y se dejo reposar a temperatura ambiente por 5 minutos. Se
afiadieron 100 pL de etanol absoluto y se mezcld vigorosamente. La solucion se trasvasd a una
columna GS y se centrifugd a 14,000 x g por 1 minuto. El fluido se descartd, a la columna se le
anadieron 400 ul de Buffer W1 y se centrifugé por 30 segundos a 14,000 x g. El flujo se descartd
nuevamente. Se afiadieron 600 uL. de Wash Buffer y se centrifug6 por 30 segundos a 14,000 x g, el
filtrado se descart6 nuevamente. Se centrifugd la columna 14-16,000 x g por 5 minutos para secar la
columna. Finalmente, se realizd la elucion utilizando 30 pL de Elution Buffer. El buffer de elucion
se dejo reposar durante 1 hora en la columna, se centrifugéd a 14,000 x g y se volvio a pasar una vez
mas por la columna para recuperar mas ADN.
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Cuantificacion del ADN extraido

Para la cuantificacion del ADN se us6 el método de fluorescencia con el equipo Qubit3.
Inicialmente, se calibr6 el equipo con los estdndares S1y S2 y luego se prepararon los tubos con 199
uL de buffer y 1 pL del ADN extraido; las lecturas se realizaron en ng/uL. Todas las muestras que

tenian una concentracion mayor a 0.6 ng/uL. se guardaron para amplificar la region de la Citocromo
Oxidasa 1.

Amplificacion del segmento Citocromo Oxidasa I

Para la amplificacion de la secuencia de ADN correspondiente a la Citocromo Oxidasa 1 la reaccion
se preparo de la siguiente manera: 1X JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™ Reaction Mix y 0.4 uM
de cada primer (Jerry: 5’-CAACATTTATTTTGATTTTTTGG-3’, Pat:
5’-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3’) y de 1-4 pL. de ADN gendémico. La PCR se llevo a
cabo bajo las siguientes condiciones: Activacion a 94°C por dos minutos, luego 5 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 45 segundos, alineamiento a 47°C por 30 seg y extension a 72 °C por
2 minutos; luego 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 45 segundos, alineamiento a 51.2°C por
30 seg y extension a 72 °C por 2 minutos; por ultimo, extension final a 72 °C por 7 min. Todos los
ensayos se realizaron con control negativo.

Verificacion de las amplificaciones

La medicion de la cantidad y calidad de los amplicones se realizé en geles de agarosa al 1.2%, a 120
volts, 100 mAh y 5 ul del producto de PCR. La tincidn del gel se realizdo con SYBR Safe DNA Gel
Stain (Thermo Fisher Scientific) mediante adicion al gel en una concentracion de 1X.

Secuenciacion

Una vez verificada la calidad y cantidad de los amplicones en los geles de agarosa se prepararon las
placas para su envio a Macrogen Korea. Inicialmente las muestras de los amplicones se purificaron
por extraccion en geles y posteriormente se secuenciaron las muestras utilizando los primers Jerry y
Pat en un equipo ABI 3730XL.

10.1.2 Identificacion de los hemoparasitos de malaria

Extraccion de ADN

Los vectores de malaria aviar se maceraron en grupos, en un maximo de 10, por cada unidad de
estudio. El ADN de los parasitos dentro de los mosquitos se extrajo utilizando el kit de extraccion
“eMAX DNA MINI KIT” IB47282 (IBI Scientific). Los especimenes se colocaron en tubos de 1.5
mL y se sumergieron en 200 pL de buffer de lisis (GST Buffer) y 20 pL de proteina K durante 24 h a
60 °C con agitacion. La solucion de lisis se trasvaso a otro tubo y se le agregd 100 pL GSB Buffer y
se mezcld vigorosamente. Luego se agregaron 2.5 pl. de ARNasa y se dejo reposar a temperatura
ambiente por 5 minutos. Se afiadieron 100 pL de etanol absoluto y se mezclod vigorosamente. La
solucion se trasvasd a una columna GS y se centrifugé a 14,000 x g por 1 minuto. El fluido se
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descarto, a la columna se le afiadieron 400 pl de Buffer W1 y se centrifugd por 30 segundos a 14,000
x g. El flujo se descarté nuevamente. Se afiadieron 600 pL de Wash Buffer y se centrifugd por 30
segundos a 14,000 x g, el filtrado se descartd nuevamente. Se centrifugoé la columna 14-16,000 x g
por 5 minutos para secar la columna. Finalmente, se realizo la elucion utilizando 30 pL de Elution
Buffer. El buffer de elucion se dejé reposar durante 1 hora en la columna, se centrifug6 a 14,000 x g
y se volvid a pasar una vez mas por la columna para recuperar mas ADN.

Verificacion del ADN genomico

La medicion de la cantidad y calidad del ADN gendmico se realizod en geles de agarosa al 0.7%, a
120 volts, 100 mAh y 5 ul de ADN gendmico. La tincion del gel se realizo con SYBR Safe DNA
Gel Stain (Thermo Fisher Scientific) mediante adicion al gel en una concentracion de 1X.

Amplificacion de tres regiones del ADN mitocondrial.

Para la amplificacion de la secuencia de ADN correspondiente de tres regiones del ADN
mitocondrial, la reaccion se preparé de la siguiente manera: 1X JumpStart™ REDTaq®
ReadyMix™ Reaction Mix y 0.4 uM de cada primer (PMF: 5’-CCTCACGAGTCGATCAGG-3’,
PMR: 5’-GGAAACCGGCGCTAC-3’, HMF: 5’-ATTGGATGTCAATTACCACAATC-3’, HMR:
5’-GGGAAGTTTATCCAGGAAGTT-3’, LMF: 5’-TGGAACAATAATTGSATTATTTACAYT-3’,
LMR: 5’-AACATATCATATTCCATCCATTTAGATTA-3’) y de 1-4 uL de ADN gendémico. La PCR
se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones: Activacion a 94°C por dos minutos, luego 35 ciclos
de desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, alineamiento a 59°C por 90 seg y extension a 72 °C
por 2 segundos; por ultimo, extension final a 72 °C por 7 min. Todos los ensayos se realizaron con
control negativo.

Verificacion de positivos en geles de agarosa en PCR multiplex

La verificacion de amplicones se realizd en geles de agarosa al 1.2%, a 120 volts, 100 mAh y 5 pl
del producto de PCR. La tincion del gel se realizdo con SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher
Scientific) mediante adicion al gel en una concentracion de 1X. Debido a que se generaron muchas
bandas inespecificas se procedio a realizar una PCR anidada.

PCR anidada

Para el primer ciclo de la PCR anidada se utilizaron los primers HaemNFI
(5’-CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3") y HaemNR3 (5’-ATAGAAAGATAAGAA
ATACCATTC3’). La PCR se realizdé en 20 ciclos bajo las siguientes condiciones: 94°C por 30
segundos., 50°C por 30 segundos y 72°C por 45 segundos. Previo a la PCR se desnaturalizé el ADN
a 94°C por 2 min y al final se realizé una extension final a 72°C por 7 minutos. Posteriormente, se
utilizaron los primers HaemF (5’-ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3’) y HaemR2
(5’-GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3"). La segunda PCR se realizd6 en 35 ciclos bajo las
siguientes condiciones: 94°C por 30 segundos., 50°C por 30 segundos y 72°C por 45 segundos. Las
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concentraciones de los reactivos de la PCR anidada fueron: 1X JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™
Reaction Mix y 0.4 uM de cada primer y de 1-4 pL. de ADN gendmico.

Verificacion de positivos en geles de agarosa para PCR anidada

La verificacion de amplicones se realizd en geles de agarosa al 1.2%, a 120 volts, 100 mAh y 5 pl
del producto de PCR. La tincion del gel se realizdo con SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher
Scientific) mediante adicion al gel en una concentracion de 1X. Debido a que se generaron muchas
bandas inespecificas se procedio a realizar una PCR anidada.

10.2 Analisis de datos

Se evalud la adecuacion de la muestra trazando una curva de acumulacion de especies utilizando la
funcion specaccum y el método random. Este método clasico encuentra la curva de acumulacion de
especies promedio y su desviacién estandar a partir de permutaciones aleatorias de los datos, o
submuestreo sin reemplazo. La riqueza total de potenciales vectores de malaria esperada para el area
se estimd mediante la funcidon specpool utilizando el estimador Bootstrap. Esta funcion proporciona
una estimacion Unica para una coleccion de sitios de muestra. Para obtener la curva y los valores de
riqueza esperados, se utilizaron los datos de registro de potenciales vectores por sitio de estudio,
utilizando cada trampa (BG y CDC) de cada muestreo como muestras independientes. Ambos
analisis se realizaron en el paquete Vegan de R (R Core Team, 2021).

Se calculd la abundancia relativa de cada especie a partir del nimero de mosquitos y otros
potenciales vectores capturados en cada ambiente y sitio muestreado, y se obtuvieron indices de
diversidad. Se utiliz6 el indice de Shannon para determinar la diversidad, ya que toma en cuenta la
riqueza y abundancia de las especies. También se estimo el indice de dominancia de Simpson, que
analiza el equilibrio entre los valores de riqueza y abundancia de especies Los andlisis de diversidad
se realizaron en el paquete BiodiversityR (Kindt et al., 2005).

Se realizé un analisis de escalamiento multidimensional (MDS), basado en distancia euclidiana, para
comparar la composicion de las comunidades de mosquitos y potenciales vectores de malaria aviar
entre los sitios de estudio y por tipo de uso de suelo evaluado (urbano y rural). Cada una de las
trampas de muestreo (BG-Sentinel y CDC de luz) se tomd como réplica para cada sitio de muestreo
previamente clasificado como area urbana o rural.

Para comprar la composicion de las comunidades de mosquitos y potenciales vectores de malaria
aviar entre los sitios de estudio y por tipo de uso de suelo evaluado (urbano y rural) se realiz6 un
analisis de escalamiento multidimensional (MDS). Para ello, cada una de las trampas de muestreo
(tanto BG-Sentinel como CDC de luz) se tomdé como réplica para cada sitio de muestreo
previamente clasificados como areas urbanas o rurales. Todos los analisis se realizaron en R (R Core
Team, 2021).
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11 Resultados y discusion
11.1Resultados:

11.1.1 Familia de insectos potenciales vectores de malaria aviar registradas

Colectamos 312 muestras de insectos usando trampas BG y CDC. A partir de estas colectas
obtuvimos 105 muestras (separadas en viales segun sitio y especie, género o morfoespecies) con un
total de 1259 individuos pertenecientes a las familias Culicidae, Ceratopogonidae y Simulidae. Para
este estudio no registraramos individuos de la familia Hippoboscidae.

De las 105 muestras, la mayoria de individuos (94% o 1181) pertenecen a la familia Culicidae, solo
un bajo porcentaje (6% o 74 individuos) a Ceratopogonidae y 4 individuos (4%) a la familia
Simulidae.

A partir de las muestras analizadas con herramientas moleculares identificamos once especies
potenciales vectores de malaria aviar en el area de estudio (Cuadro 1). De estas, Culex pipiens
Linnaeus y Aa. aegypti Linnaeus, 1762 fueron las mas abundantes en relacion al total de individuos
de interés capturados. Las especies Ae. aegypti, Cx. pipens, Anopheles albimanus (Wiedemann,
1820) y Haemagogus janthinomys (Dyar, 1921) se registraron de cuatro a mas municipios
muestreados; el resto se registraron en dos o tres de los municipios que formaron parte del estudio.

Ademas, registramos cinco morfoespecies del género Culex y una morfoespecie del género Bezzia,

de la familia Ceratopogonidae. Por otro lado, también registramos varias morfoespecies de
Ceratopogonidae cuyo género no pudo ser identificado y varias morfoespecies de Culicidae.
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Cuadro 1. Géneros y especies de insectos potenciales vectores de malaria aviar registrados por sito
de estudio. PRND = PRM Niiio Dormido, RNPH = Reserva Heloderma, PREC = Parque Regional Municipal El Castillo, FLE = Finca Los

Encuentros, FEP = Finca Emerio Portillo, FAS = Finca Adrian Salguero, FCV = Finca Vargas, PC = Pueblo Cabaifias y FZ = Finca Zacapa.
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N Familia Especie o morfoespecie FLE FAS FZ FCV FREC FRND PC RNFH FEP  Total

1 Ceratopogonidae  Bezsia sp. 2 12 20
2 Ceratopogonidae Ceratopogonidae spl 2 9 3 16
3 Ceratopogonidae Ceratopogonidae spl 8 10 12
4 Ceratopogonidae Ceratopogonidae spl 1] 0
5 Ceratopogonidae Ceratopogonidae spd 10 10
6 Ceratopogonidae Ceratopogonidae sps 1 1
7 Ceratopogonidae  Ceratopogonidae spé 3 1 4
8 Ceratopogonidae  Cidicoides spl 1 1
9 Ceratopogonidae  Culicoddes opl 4 4
10 Culicidae Aedes aegyptl Linnaeus, 1762 2 30 39 102 3 174
11 Culicidae Aedes albopictus Eskuse 1895 7 13 2 22
12 Culicidae Ardes spp 52 17 50 3 6 o 5 171
13 Culicidae Anopheles allvmeares: Wiedemarm, 14 1 1 4 1 21
1820
14 Culicidae Anopheles preudomurtipevis 1 1
Theohald, 1901
15 Culicidae Coquallattidia nigricars Cooquillett, 2 2
1904
16 Culicidae Cudex pipiens Linnaeus Th 71 41 1 1 125 315
17 Culicidae Cudex quinquefasciatus Jay, 1823 29 13 16 58
18 Culicidae Caderx spl 4 4
19 Culicidae Cudex spd 46 46
0 Culicidae Cudex apl 1 1
21 Culicidae Cadex spd 1 1 2
22 Chdicidae Cudex spb 4 4
23 Culicidae Cudex spp 24 a7 37 60 ] 2 219
2 Culicidae Haemagopus albomaculahes Theobald, 4 4
1903
25 Chdicidae Haemagogus jarthinomys Dyar, 1921 9 1 1 16 1 44 T2
26 Culicidae Ochler otatus kaemiorhyprchus 20 1 21
(Wiedemann 1821
27 Culicidae Sabethes chlorgpterus von Humboldt 1 1 1 3
1819
28 Culicidae Culicidae spl 1 3 2 6
20 Culicidae Culicidae sp2 1 1
30 Culicidae Culicidae sp3 7 1 ]
31 Culicidae Culicidae spd 4 14 18
32 Culicidae Culicidae sp5 1 2 1
33 Culicidae Culicidae sph 1 1
3 Culicidae Culicidae sph 1 2 2
35 Bimulidae Simulidae spl 2 2
36 Simulidae Bimulidae sp2 2 2

La curva de acumulacion de especies que obtuvimos no alcanzo la asintota al final del periodo de
colecta de datos en campo y tomando en cuenta todas las muestras obtenidas con las trampas
BG-Sentinel y CDC-light (Fig. 2). El estimador de riqueza total sefiald que la riqueza para el lugar es
de 47 especies (£2.42).
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Figura 2. Curva de acumulacion de especies de insectos potenciales vectores de malaria aviar por
muestra en el area de estudio.

11.1.2 Prevalencia malaria aviar en insectos potenciales vectores registrados

En este estudio, el 100% (90 muestras) de pools de insectos analizados resultaron negativos para la
presencia de Plasmodium, Haemoproteus o Leucocytozoon.

11.1.3 Prevalencia de hemosporidios en potenciales vectores de malaria aviar segun tipo de uso
de suelo

Debido a que todas las muestras de insectos analizadas fueron negativas para la presencia de los
parasitos de malaria aviar no se pudieron estimar valores de prevalencia por tipo de uso de suelo.

11.1.4 Riqueza de insectos potenciales vectores segun tipo de uso de suelo

El andlisis de escalamiento multidimensional (MDS) indica que la composiciéon de insectos
potenciales vectores de malaria aviar indican que los sitios de uso mas rural tienen una composicion
mas similar mientras que los sitios mas urbanos tiene una comunidad de mosquitos distinta (Figura
2).
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Figura 3. Analisis de escalamiento multidimensional (MDS) sobre la composicion de potenciales
vectores de malaria aviar segun tipo de uso de suelo. Los nombres sefalan las réplicas para cada tipo
de uso de suelo (urbano o rural) y los rombos (y colores de los nombres de las réplicas) senalan las
agrupaciones obtenidas.

11.1.5 Diversidad y Similitud de comunidad de insectos potenciales vectores segun uso del suelo

En este estudio, registramos 33 especies (y morfoespecies) en areas rurales y 24 en areas urbanas.
Los indices de diversidad arrojaron valores distintos para la composicion de insectos potenciales
vectores de malaria aviar entre sitios de muestreo. Los valores mas altos de dominancia se
registraron en la Finca Salguero y Finca Zacapa y los mas bajos en la Finca Vargas y Finca Portillo.
Por su parte, los resultados indican que la Finca Salguero, la Reserva Natural Heloderma y la Finca
Los Encuentros, presentan los valores mas altos de diversidad de especies (H).

Cuadro 2. Valores de riqueza y diversidad [indice de Simpson (S) e indice de Shannon (H)] para los
sitios de muestreo del estudio.

N Sitio Numero de especies, géneros y/o S H
morfoespecies

1 PRM El Castillo 12 0.70 1.70

2 Finca Los Encuentros 10 0.77 1.80

3 Finca Salguero 12 0.83 2
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4 Finca Zacapa 10 0.81 1.86

5 Finca Vargas 4 0.44 0.83
6 Finca Portillo 9 0.61 1.21
7 PRM Niilo Dormido 6 0.79 1.72
8 Pueblo Cabafias 11 0.65 1.44
9 RNP Heloderma 10 0.78 1.81

11.1.6 Eficiencia de trampas BG y CDC

En este estudio, las trampas BG-Sentinel capturaron mayor niimero total de insectos de la familia
Culicidae en comparacion con las trampas CDC light (Cuadro 2). Para las otras dos familias de
insectos ambos métodos capturaron similar nimero de individuos (Cuadro 2).

Cuadro 3. Numero total de insectos pertenecientes a tres familias de potenciales vectores de malaria
aviar capturados usando trampas BG y CDC de luz en el departamento de Zacapa.

Tipo de trampa Ceratopogonidae Culicidae Simuliidae TOTAL

BG 41 1002 2 1105
CDC 33 179 2 214
TOTAL 74 1181 4 1319

Con algunas excepciones, las trampas BG Sentinel capturaron mas del doble de individuos para las
distintas especies (o morfoespecies) de culicidos registradas en el estudio (Figura 3). Sin embargo,
las trampas CDC-light parecen ser mas exitosas para capturar géneros de insectos de otras familias
como Bezzia de la familia Ceratopogonidae.
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Simulidae sp2
Simulidae sp1
Sabethes chloropterus
Ochlerotatus taeniorhynchus mCDC BG
Haemagogus janthinomys 64
Haemagogus albomaculatus
Culicoides sp2
Culicoides sp1
Culicidae spp
Culicidae sp8
Culicidae sp7
Culicidae sp6
Culicidae sp5
Culicidae sp4
Culicidae sp3
Culicidae sp2
Culicidae sp1
Culicidae 49
Culicidade sp4
Culicidade sp3
Culex spp 169
Culex sp5
Culex sp4
Culex sp3
Culex sp2
Culex sp1
Culex quinquefasciatus
Culex pipiens 247
Cogquillettidia nigricans
Ceratopogonidae sp6
Ceratopogonidae sp5
Ceratopogonidae sp4
Ceratopogonidae sp3
Ceratopogonidae sp2
Ceratopogonidae p1
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An. pseudopunctipennis
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Figura 4. Numero total de individuos de distintos grupos de insectos potenciales vectores de malaria
aviar que fueron capturados empleando trampas BG sentinel y CDC light en el estudio.

11.2 Discusion de resultados
11.2.1 Familias de vectores potenciales vectores de malaria aviar registradas

En este estudio registramos individuos de tres de las cuatro familias de insectos que se reportan
como vectores de malaria aviar para América (Santiago-Alarcon, Palinauskas, et al., 2012):
Culicidae, Ceratopogonidae y Simuliidae. La familia mejor representada con varias especies y gran
nimero de individuos fue Culicidae. Las otras dos familias registraron pocas especies (y/o
morfoespecies) e individuos. Esto era de esperarse pues la familia Culicidae es muy diversa y
pueden llegar a ser muy abundantes en sus areas de distribucion y en los sitios donde se reproducen
(Santiago-Alarcon, Palinauskas, et al., 2012). Este listado de especies constituye el listado mas
completo hasta el momento sobre la diversidad de potenciales vectores de malaria aviar y otras
enfermedades vectoriales en el departamento de Zacapa.

Familia Ceratopogonidae
Durante el estudio registramos varios individuos de la familia Ceratopogonidae, una familia de

insectos que incluye varios géneros de importancia médica y veterinaria, como Austroconops spp.,

27



Culicoides spp., Forcipomyia spp. Culicoides y Leptoconops spp., cuyas hembras hematdfagas se
alimentan de sangre de vertebrados, incluyendo humanos (Cazorla-Perfetti, 2014). En este estudio
registramos dos géneros, Culicoides y Bezzia. El género Culicoides, cominmente llamados jejenes,
son insectos mordedores con alrededor de 272 especies a nivel mundial; de las cuales al menos 13
especies han sido reportadas para Guatemala (Zulia et al., 2009). Muchas de estas especies tienen
importancia sanitaria tanto por las lesiones que ocasionan al morder (que pueden resultar en
infecciones en la piel) como por ser transmisores de varios patogenos (Barahona, 2013; Zulia et al.,
2009), incluyendo la malaria (Santiago-Alarcon, Havelka, et al., 2012). En el caso del género
Culicoides, algunos estudios han detectado que son vectores de distintos linajes de parasitos del
género Haemoproteus en diferentes partes del mundo (Inumaru et al., 2023) por lo que tienen
potencial para transmitir estos parasitos en la region.

Los insectos del género Bezzia, son ceratopogonidos ampliamente distribuido en el mundo
representados por al menos 46 especies en el neotropico. En Guatemala el género ha sido reportado
para otros departamentos como Petén (Garcia Soto, 2009). Este género en particular no ha sido
sefialado directamente como vector de malaria aviar, y en el caso de este estudio los individuos
analizados resultaron negativos para la presencia de los parasitos.

Ademas de varios individuos del género Bezzia y Culicoides, registramos seis morfoespecies mas de
la familia Ceratopogonidae, que se diferenciaron entre si en su tamafo, color y estructuras
adicionales en cabeza, torax y abdomen. Todos los individuos de esta familia registrados para el
estudio no pudieron ser identificados hasta especie debido a que la morfologia de este grupo es
compleja y a que el porcentaje de identidad que obtuvimos para varios individuos analizados fue
muy bajo después de comparar las secuencias con las del GENBANK. Generalmente, la morfologia
externa e interna ha sido la principal herramienta para identificar las especies de esta familia, pero se
requiere de un entomodlogo especializado en el grupo para tener certeza de la identificacion. Ademas,
debido a que en este grupo también existen complejos de especies es necesario recurrir a
herramientas complementarias como la morfometria geométrica y las de tipo molecular con
cebadores especificos para este grupos (Cazorla-Perfetti, 2014). El que se haya encontrado bajo
porcentaje de identidad de estas secuencias con otras del GENBANK pueda deberse ademas a que
existen pocas secuencias de estas especies cargadas en esa base.

Familia Culicidae

La familia Culicidae esta formado 3,500 especies distribuidas en dos subfamilias (Anophelinae y
Culicinae) y 41 géneros (Foster y Walker, 2019). Aproximadamente el 75% de estas especies se
distribuyen en las regiones tropicales y subtropical del mundo (Becker et al., 2019). Para Guatemala
se han reportado al menos 139 especies (Darsie, 1994). En este estudio, registramos once especies
del grupo, muchas de las cuales estan relacionadas con la transmision de gran numero de
enfermedades arbovirales (e.j. Ae. aegypti, Ae. albopictus como principales vectores de dengue,
chikungunya y Zika o Sabethes chloropteru como vectores de la fiebre amarilla) (Darsie, 1994).
Ademas, este grupo de insectos constituye el conjunto mas importante de vectores de malaria
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humana y animal. Por ejemplo, esta familia incluye a los principales vectores de parésitos del género
Plasmodium: Culex, Aedes, Culiseta, Mansonia, Aedeomya'y Coquillettidia (Valkiiinas, 2004; Njabo
et al., 2011).

Familia Simuliidae

Para este estudio reportamos unicamente dos morfoespecies de esta familia de insectos. Los
Simuliidae son un grupo poco diverso pero que incluye principalmente especies con hembras que se
alimentan de sangre; por lo que su potencial como transmisor de malaria y otros patogenos
sanguineos es alta. Esta familia tiene género de interés particular que se han asociado a transmision
de malaria, incluyendo Cnephia, Prosimulium y Simulium (Santiago-Alarcon, Palinauskas, et al.,
2012). En el departamento de Zacapa, los datos indican que estos insectos son poco comunes,
aunque seria necesario continuar tomando y analizando datos sobre potenciales vectores con el fin de
entender mejor su abundancia y distribucion en la region del oriente del pais. Ademas, los individuos
que se registraron en este estudio estuvieron presentes en areas rurales y urbanas por lo que su
estudio implicaria muestrear ambos tipos de habitat.

Familia Psychodidae

Durante este estudio también capturamos gran cantidad de individuos de la familia Psychodidae.
Aunque esta no es una familia transmisora de malaria aviar posee especies relevantes en salud
publica y animal. Por ejemplo, en este estudio pudimos identificar la presencia del género Nyssomyia
a los que se les atribuye participacion en la transmision efectiva de la Leishmania sp. (Carvalho et
al., 2015). La leishmaniasis es endémica en Guatemala principalmente en su presentacion cutanea
(Chang et al., 2021) y la prevalencia en el humano a aumentado al doble para el afio 2019 (6.9%) en
comparacion con los casos diagnosticados en el ano 2015 (3.7%) (Pérez et al., 2020).
Investigaciones realizadas en el pais, enfocan sus esfuerzos en la toma de medidas de diagndstico y
prevencion de esta enfermedad (Mendizabal-Cabrera et al., 2021). Debido a nuestros hallazgos,
sabemos de la presencia de estos potenciales vectores de la enfermedad que alertan la posibilidad de
contagio de esta enfermedad. Ademads, es importante tomar en cuenta que los métodos de muestreo
que empleamos no solo permiten capturar gran variedad de zancudos y mosquitos si no otros
insectos que actuan como vectores de distintos parasitos patogenos.

11.2.2 Riqueza de insectos potenciales vectores registrados en el area de estudio

La riqueza de insectos potenciales vectores y en particular de Culicidae reportados en este estudio
fue relativamente alta tomando en cuenta que el area de estudio esta ubicada en una region calida y
seca y que los muestreos se realizaron tinicamente durante cinco meses. En este estudio, reportamos
once especies de mosquitos (ademds de varias morfoespecies del grupo). En comparacién, un
estudio realizado en el departamento de Petén, un departamento con condiciones climaticas mas
himedas y adecuadas para la reproduccion de mosquitos, reportd 30 especies (Diéguez-Ferndndez et
al., 2006). La riqueza reportada en este estudio es alta en comparacion con este ltimo estudio si se
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toma en cuenta que el estudio en Petén incluyo tres afios de colecta y se realizé en un drea de mayor
dimension.

La presencia de una importante riqueza de potenciales vectores de malaria aviar en el lugar puede
atribuirse la rica fauna de vertebrados (incluyendo al humano) que se encuentra en el lugar, a la
presencia de rios y quebradas que atraviesan muchos de los sitios de estudio, y a los niveles de
urbanizacién y presencia de asentamientos humanos que garantizan un abundante suministro de
habitats larvales para mosquitos y refugios y fuentes de alimento para estos insectos (De-Carvalho et
al., 2014).

Por otro lado, la evaluacion sobre la adecuacion de la muestra para registrar la riqueza de insectos
potenciales vectores de la enfermedad en el area indicé que aun hace falta registrar cierto nimero de
especies para la region de estudio. Esto serd posible si se continllan los muestreos en el area,
incluyendo otros potenciales sitios de colecta y empleando ambos métodos de muestreo empleados
en este estudio.

11.2.2.1 Riqueza de especies de Culicidae

Para este estudio registramos 11 especies de culicidos y 12 morfoespecies de la familia. Ademas,
varios individuos del complejo Culex spp. que fueron bastante abundantes pero cuya identidad no
pudo determinarse con exactitud empleando rasgos morfologicos o moleculares. A pesar de no
poderse identificar hasta especie, los individuos de este complejo se incluyeron en los cuadros y
distintos andlisis pues representan importantes vectores de malaria aviar animal y humana en todas
partes del mundo.

Del género Aedes reportamos dos de las especies de mayor interés a nivel mundial, Ae. aegypti y Ae.
albopictus. Estas dos especies invasores, originarias de Africa, estan vinculadas en la transmision de
malaria aviar y varios virus como el zika, chikungunya, fiebre amarilla y dengue (Ostrom, 1990).
Este ultimo arbovirus es uno de los mas comunes y ampliamente distribuido en el Guatemala.
Ambas especies han sido registradas para el pais, aunque Ae. aegypti parece tener una distribucion
mas amplia. La primera ha sido registrada para 21 departamentos del pais y Ae. albopictus solo para
11. Nuestros reporte constituye un registro nuevo para el departamento de Zacapa (Lepe et al.,
2017). La informacion generada en este estudio por lo tanto permite conocer mejor la distribucion
real de esta especie en el pais. Ademas, al ser informacion apoyada con datos moleculares la certeza
del reporte es mayor.

En su estudio, Lepe y colaboradores (2017) sugieren que la distribucion de Ae. aegypti esta asociada
a tierras bajas con buena tolerancia a temperaturas elevadas, mientras que Ae. albopictus parece
preferir zonas mas secas en localidades a mayor altitud (2,301 msnm). Sin embargo, estos mismos
autores indican que estos dos factores no son necesariamente determinantes de la ocurrencia de las
especies. El presente estudio muestra que ambas especies pueden encontrarse en ambientes a baja
altitud y condiciones calidas y secas. Estos son datos que incrementan la comprension de los factores
asociados a la distribucion de estas especies. En este sentido, varios estudios muestran que estas
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especies invasoras tienen la capacidad de desarrollarse en recipientes con poca agua y de adaptarse
bien a cambios en el clima y ambiente, por ejemplo, desarrollan resistencia a la desecacion lo que les
permite sobrevivir por mas de seis meses en ambientes no tan favorables. Estas y otras
caracteristicas de su ciclo de vida les permite colonizar amplias areas geograficas.

En este trabajo, el mosquito Ae. aegypti se capturo tanto en sitios urbanos como rurales. Sin
embargo, se capturo mayor nuimero de individuos en areas urbanas incluyendo el centro del
municipio de cabafias y en el area periurbana de Zacapa, Zacapa. Algunos estudios han sefialado la
asociacion de este mosquito a centros urbanos y su creciente expansion a este tipo de areas debido a
diversos factores como el aumento en el nimero de criaderos generados como consecuencia de
distintas actividades humanas en la ciudad (e.j. albercas, llantas, floreros, latas y botellas, cisternas,
entre otros) (MacKay et al., 2009). Otros factores asociados son la deficiencias en el saneamiento
ambiental, insipientes programas de control de vectores, asi como el escaso conocimiento sobre la
ecologia de estos vector cuyo control se hace inicamente empleando quimicos sin tomar en cuenta
su comportamiento ecoldgico (Nathan & Knudsen, 1978).

En este estudio registramos dos especies del género Anopheles; An. albimanus Wiedemann, 1820 y
A. pseudopunctipennis Theobald, 1901. De estos, An. albimanus estuvo presente en mayor nimero
de sitios (5 sitios de muestreo) y se capturaron mayor numero de individuos. Esta ultima especie es
considerada como uno de los principales vectores de malaria en humanos en Centro América y el
Caribe. Estos son mosquitos generalistas que se alimentan de sangre de diversos vertebrados
incluyendo ganado, cerdos, caballos, perros y humanos. No obstante, existe poca informacion sobre
su potencial para transmitir malaria aviar. Sobre esto ultimo, algunos reportes indican que cierto
porcentaje de sus presas son aves (OPS, 1996). Por ejemplo, en Honduras, un estudio confirmé que
este mosquito ataca a gran variedad de vertebrados y que los bovinos y las gallinas son una de sus
principales fuentes de alimento. Esto sefala la importancia de esta especie como potencial vector de
malaria en aves de corral y silvestres para el area de estudio.

Como se menciond anteriormente, en este trabajo registramos varias especies y morfoespecies del
género Culex. Las especies de este género son los principales vectores de Plasmodium aviar
(Santiago-Alarcon, Palinauskas, et al., 2012) y, por esta razén, Culex spp. se incluyd en nuestro
analisis. En particular, el mosquito Culex pipiens, es una de las especies de mosquitos de mayor
importancia como vector de una gran variedad de enfermedades alrededor del mundo. Esta especie,
introducida en América y nativa de Africa (Harbach, 2012), es un importante transmisor de
numerosos patdégenos de animales silvestres, ganado y humanos. Los patdégenos que transmite
incluyen numerosos arbovirus (como el virus del oeste del Nilo) (Kramer et al., 2008), filarias (que
atacan canidos y humanas) y protozoos como los de la malaria (Kimura et al., 2010). Esta especie
resultd ser la mas abundante para el area durante el periodo de muestreo.

En este estudio también reportamos a Cx. quinquefasciatus, también conocido como mosquito
doméstico, es una especie distribuida en todo el mundo, incluyendo Guatemala. Esta especie es un
vector de enfermedades como el virus del Oeste del Nilo, la encefalitis equina y la filariasis linfatica
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en humanos y animales. Ademads, también es vector de otros patdogenos tales como Wuchereria
bancrofti y distintos grupos de hemosporidios que causan malaria aviar (Monzon-Pineda, 2007).
Esta especie ha sido sefialada como el principal vector de malaria aviar en la isla de Hawai, causando
el declive poblacional de varias especias endémicas de esas islas (LaPointe et al., 2005). Al parecer,
la asociacion de Cx. quinquefasciatus con la transmision de malaria aviar se debe, entre otras cosas,
a que muestra cierta preferencia por alimentarse de aves; aunque también se alimenta de humanos.
Por lo tanto, en areas urbanizadas se enfoca en aves, que pueden ser de corral o compaiiia, y en
menor porcentaje en humanos (Monzoén-Pineda, 2007). Esto indica que los programas de control
para prevencion de malaria aviar deben prestar particular atencion a esta especie de mosquito.

Ademads, es una especie que se asocia principalmente a sitios urbanos. En este estudio se registro
principalmente en sitios peri-urbanos y urbanos. Este tltimo mosquito es conocido por su capacidad
para reproducirse en fuentes de agua estancada y contaminada, como desagiies, charcos y recipientes
abandonados lo que explica su asociacion a sitios urbanizados.

Esta ultima especie, junto a C. pipiens, tendrian que ser objetivos prioritarios en programas de
control y vigilancia en la region de oriente por ser abundantes, por tener una amplia distribucion, por
transmitir diversa enfermedad y debido a su conocida capacidad de adaptacion y resistencia a
insecticidas y su amplia distribucion (Monzoén-Pineda, 2007).

Otra especie de especial atencion registrada en el area de estudio fue Coquillettidia nigricans. Esta
es una especie bastante abundante en Centro América (Morrow et al., 2010), aunque para el area de
estudio solo se registraron dos individuos en un area periurbana cercana al centro urbano del
municipio de Zacapa. Algunos estudios sefialan al género (Coquillettidia) como vectores de
Plasmodium spp. en otras partes del mundo (Njabo et al., 2009). Esta es ademas una especie
importante porque muestra cierta preferencia por alimentarse de humanos (sobre otros animales
como gallinas o conejos), por lo que su potencial como vector de enfermedades a humanos es mayor.

En este estudio registramos dos especies de Haemagogus. Estos son insectos de habito diurno que
habitan principalmente en ambientes selvaticos. Su asociacion con estos habitats se debe a la
necesidad que tienen de emplear huecos de arboles para reproducirse. Sin embargo, también se ha
descrito su capacidad de reproduccidon en areas con perturbacion antrdpica en las que emplean
recipientes abandonados o neumaticos para oviposicion (Sanchez-Gonzales et al., 2014).
Haemagogus janthinomys es un importante vector de enfermedades virales en Sur América y Africa,
y en esta ultima parte del continente americano es uno de los principales vectores del virus Mayaro y
de la fiebre amarilla (Sanchez-Gonzéles et al., 2014). Es considerada ademds un vector de malaria,
pero existen pocos estudios que atiendan su papel como vector de esta enfermedad
(Melgarejo-Colmenares et al., 2022).

En este estudio también reportamos a Ochlerotatus taeniorhynchus (Wiedemann, 1821) un mosquito
ampliamente distribuido en América y que habita principalmente areas costeras y pantanosas de
agua salobre. Sin embargo, tiene alta plasticidad ecologica ya que se puede encontrar en areas
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selvaticas como rurales y urbanas (Chan-Chable et al., 2020). Esta es un especie de importancia
sanitaria y veterinaria que constituye un importante transmisor del virus de la encefalitis equina
venezolana (Brault et al., 2004). Este ultimo virus presenta dos subtipos, uno enzodtica transmitido
en habitats selvaticos por mosquitos Culex spp. a mamiferos pequefios y el subtipo
epidémico/epizootico (con distintos serotipos identificados), que emergen periddicamente causando
brotes que involucran hasta miles de humanos y caballos (Weaver et al., 1996). En América Latina
este virus causo epidemias periddicas entre humanos y equinos en desde la década de 1920 hasta los
afnos noventa. Uno de los ultimos brotes importantes se produjo en Venezuela y Colombia en 1995, e
implico alrededor de 100,000 personas infectadas. En 1993 y 1996, se produjeron brotes de esta
enfermedad en la costa del Pacifico mexicano en Chiapas y Oaxaca. Durante este brote se aislaron
varias cepas de cerebros y sueros de caballos y se demostrd su estrecha relacion genética con sepas
enzooticas aisladas en la costa de Guatemala entre 1968 y 1980. La estrecha relacién genética de
ambas sepas mostro un mecanismo de surgimiento de nuevas sepas a través de la acumulacion de
pequefias mutaciones, cambio en el rango de hospederos y transmision por distintos vectores (Brault
et al., 2004).

El hallazgo de esta especie mediante técnicas moleculares es relevante pues las hembras adultas de
esta especie son muy similares en morfologia a las de Coquillettidia nigricans y Coquillettidia
venezuelensis (Theobald), ambas presentes en Guatemala (Campos, M, Laurito, 2022), por lo que las
personas con poca experiencia suelen confundirlas (Chan-Chable et al., 2020). En nuestro estudio, su
identificacion se realizo a través de técnicas moleculares por lo que existe certeza sobre su presencia
en el lugar.

El mosquito Ochlerotatus taeniorhynchus también ha sido sefialado como un importante vector del
nematodo parasito Dirofilaria immitis que causa dirofilariasis canina (Manrique-Saide et al., 2008) y
que provoca problemas del corazon en los perros. Ademas, puede llegar a infectar a humanos de
forma accidental a través de los mosquitos infectados (Barriga, 2002). En Guatemala existen varios
reportes de la enfermedad incluyendo Escuintla (Barahona, 2013) y Retalhuleu (Ramos, 2001).

Otro género de vectores de enfermedades registrado en este estudio fue Sabethes género miembro de
la tribu Sabethini, con alrededor de 435 especies, que viven tipicamente en el bosque y quienes en su
mayoria estan activos durante el dia (Harbach, 2007). Se sabe poco sobre la mayoria de las especies
de esta tribu, aunque se cree que muchas especies son vectores potenciales de varias enfermedades
humanas. Sabethes spp se sabe que transmiten virus como el de la fiebre amarilla en ciclos
selvaticos, y Sabethes chloropterus en particular, han sido implicado como importantes vector de
este virus en América del Sur (Barrett y Higgs, 2007). También se ha informado que Sabethes
cyaneus, otra especie de este género, transmite fiebre amarilla (Vasconcelos, 2003).

11.2.3 Riqueza y prevalencia de géneros de hemosporidios presentes en las familias de insectos
potenciales vectores identificados en el drea de estudio.
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En este estudio, todos los analisis diagnostico para determinar presencia de hemosporidios en los
insectos colectados resultaron negativos. Sin embargo, sabemos que estos parasitos circulan en las
areas de bosque seco y rurales de Zacapa (Bustamante et al., 2022). Estos resultados negativos
podrian deberse a varias razones. Por ejemplo, a pesar de que el analisis de PCR es bastante sensible
a la presencia de estos parasitos incluso en bajas parasitemia (Waldenstrom et al., 2004), podria ser
que los individuos analizados presentaran nula o muy baja presencia de parasitos.

En relacion a esto ultimo, se sabe que los parasitos causantes de la malaria aviar pueden llegar a
causar la muerte de los enfermos agudos, pero en aquellas aves que se recuperan de esa fase, los
parasitos pueden utilizar estrategias de letargo para esconderse de la actividad inmune del huésped,
saliendo de la circulacion sanguinea (Rivero de Aguilar, 2020). En relacion a esto, la prevalencia de
malaria aviar en el area de bosque seco de Zacapa se estim6 en 38%, y los niveles de parasitemia se
consideraron “bajos” en mas del 90% de los casos (Bustamante et al., Robles, 2022). Estos
resultados pueden considerarse lo suficientemente bajos como para reducir la circulacion de los
parasitos en los vectores. Para estudios de interaccion epidemioldgica es importante comprender que
la persistencia de los parésitos en los vectores, depende estrechamente de la condicion de
parasitemia en los hospedadores, asi como de la prevalencia de la enfermedad en el area de estudio.

En relacion a lo anterior, Kimura, Darbro y Harrington, (2020), estimaron la prevalencia de
Plasmodium y Haemoproteus en vectores presentes en una zona silvestre del noreste de Estados
Unidos y reportaron que la prevalencia general es moderadamente baja (11%), Odawa y
colaboradores (2022), en su estudio de 10 afios reportaron prevalencia del 20%. Por otro lado, En
nuestro estudio los resultados negativos a la identificacion de parasitos en los vectores podrian
deberse a la relacion entre el tamafio de la muestra y la actividad de alimentacion de los vectores.

Otro factor que podria influir en la falta de registros de parasitos en los mosquitos analizados es el
tamafio de muestra. Aunque en este estudio analizamos 90 pools de mosquitos y otros insectos
potenciales vectores de malaria aviar, si la prevalencia era muy baja un incremento en el nimero de
insectos analizados podria haber incrementado la probabilidad de registro de muestras positivas.

Por otro lado, hay que toma en cuenta que la eleccién de métodos de colecta de zancudos, mosquitos
y otros vectores para la identificacion de parasitos de malaria que pueden portar, impacta en los
resultados de laboratorio. Mawejje y colaboradores (2022), sugieren que existe una diferencia
significativa en la identificacion de parasitos en vectores capturados con trampas de luz (que
empleamos en este estudio) y con el método de captura “human landing catches” (HCLs) (que no
empleamos en este estudio). Estos autores sugieren que el método HCL sigue siento mejor y el mas
estandar porque con ¢l es mas seguro capturar zancudos y mosquitos que han realizado actividad de
alimentacion y por lo tanto al extraer su ADN, lograremos captar ADN de los parasitos (Mawejje et
al., 2022). Este ultimo método implica que una persona se siente en un lugar y se exponga a la
actividad de picadura de los mosquitos mientras que otra cuenta y registra los mosquitos capturados
y/o toma muestras de los que se posen en el individuo expuesto. El método HLC es considerado uno
de los métodos mas precisos para la recoleccion de mosquitos, especialmente aquellos que
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transmiten enfermedades como el dengue, la malaria y el virus del Zika (Abong’o et al., 2021). Sin
embargo, a pesar de que el método HLC es bastante preciso, hay preocupaciones éticas sobre la
exposicion de las personas a la actividad de picadura de mosquitos. Por esta razén, se han
desarrollado técnicas alternativas para la recoleccion de mosquitos, como trampas de luz,
BG-Sentinel y atrayentes quimicos como los que se emplearon en este estudio.

11.2.4 Prevalencia de géneros de hemosporidios entre areas naturales y areas urbanas del sitio de
estudio.

A pesar de que en este trabajo no registramos muestras positivas de insectos infectados con
hemosporidios, varios estudios han mostrado que la prevalencia de estos parasitos en mosquitos y
otros vectores puede variar en relacion al tipo de area muestreada. En su trabajo, Valkiufias y
colaboradores (2019) indica que la prevalencia de malaria aviar en mosquitos puede llegar a ser tan
alta como 50 % en algunas regiones del mundo y tan bajas como menos del 10%.

En el caso del grado de urbanizacién, al parecer la prevalencia de hemosporidios en mosquitos y
otros vectores varia segun si el entorno es rural o es urbano. Esto tiene relacion con la respuesta
diferencial de los mosquitos que transmiten estos parasitos segun el grado de urbanizacion; algunas
especies se adaptan rapidamente a los cambios climdticos y estructurales de su entorno, lo que les
permite desarrollarse y proliferar en nuevos hébitats (por ejemplo: contenedores artificiales para la
oviposicién) y desplazarse hacia areas que previamente no eran aptas para su supervivencia,
mientras que otras mas susceptibles desaparecen de estos sitios y permanecen en su habitat natural
(por ejemplo las especialistas de bosque) (Ferraguti et al., 2016; Srisuka, 2022).

Muchas especies de zancudos son afectadas de manera diferencial por la perturbacion de los habitats
naturales; por ejemplo, la presencia y abundancia de poblaciones de especies asociadas a bosques
conservados suelen disminuir mientras que las especies mas generalistas pueden tener la capacidad
de colonizar y proliferar en sitios antropizados. En su estudio, McClure y colaboradores (2018)
encontraron que la abundancia de Ae. albopictus y Cx. quinquefasciatus aument6 con la proporcion
de tierra circundante desarrollada y la disponibilidad de habitat larvario, que a su vez estaban
correlacionados. Sus hallazgos sugirieron que la conversion de habitats naturales en terrenos
residenciales y agricolas aumenta los hdbitats para el crecimiento de larvas de mosquitos,
incrementando la abundancia de ambas especies y el aumento del riesgo de enfermedad para los
humanos y la vida silvestre (McClure et al., 2018).

En contraste, en algunas situaciones particulares las poblaciones urbanas de mosquitos pueden tener
bajas prevalencias de parésitos debido a que pueden ser mas pequefias y mas controladas por la
presencia de programas de control de plagas. Por ejemplo, un estudio de analisis de cuatro décadas
de datos epidemiologicos de malaria aviar en la India encontré que la presencia y abundancia de
vectores fue menor durante los periodos iniciales de implementacion de programas de control
empleando insecticidas y otras medidas sanitarias. Esto tiene por lo tanto también efecto en la
dindmica de transmision de los parasitos entre huéspedes y vectores (Kumar et al., 2021).

35



Otros autores reportan que la prevalencia de parasitos en vectores de zonas silvestres es bajas en
comparacion con la situacién en zonas urbanas (Martinez-de la Puente, y otros, 2020). Por tanto, si
la parasitemia y prevalencia de los parasitos en los hospederos de la zona es baja se esperaria que la
prevalencia en mosquitos de los parasitos también fuera baja y ello hiciera més dificil su deteccion
en los mosquitos.

11.2.5 Composicion de la comunidad de mosquitos y otros potenciales vectores de malaria aviar
segun uso del suelo

En este estudio encontramos que la composicion de mosquitos entre areas urbanas y rurales fue
distinta. En nuestro estudio, las areas rurales mostraron mayor riqueza y valores mas altos de
diversidad que las urbanas. Estos datos son similares a los observados en otros estudios que han
senalado que la diversidad de zancudos y otros vectores asociada a bosques conservados, remanentes
boscosos, areas rurales y peri-urbanas es mayor en contraste con los sitios urbanos y areas agricolas
y ganaderas que presentan una menor diversidad, ya que las primeras se caracterizan por una mayor
heterogeneidad ambiental que se traduce en mayor diversidad de recursos alimenticios y sitios para
la oviposicion (Abella-Medrano et al., 2015; Montagner, Silva y Jahnke, 2018; Audrey et al., 2020;
Ortiz et al.,, 2022; Srisuka et al., 2022).

Los datos también muestran que las areas urbanas tienen valores mas altos de dominancia de
especies en comparacion con las rurales. Esto ultimo se debe a la presencia de algunas especies de
mosquitos dominantes tipicos de sitios urbanas como Ae. aegypti y Cx. pipiens. Esto se debe a que
estas especies antropofilicas pueden explotar los recursos que surgen de la actividad humana al
maximo, lo que les permite proliferar y convertirse en vectores eficientes de enfermedades humanas
en comparacion con otras especies mas sensibles a la perturbacion (Ferraguti et al., 2016; Loaiza et
al., 2019; Ortiz et al., 2022).

11.2.6 Eficiencia comparativa de trampas BG Sentinel y CDC light para captura de vectores de
malaria y otras enfermedades virales en el area de estudio

En este estudio empleamos trampas BG-Sentinel y CDC para la captura de un espectro mas amplio
de insectos potenciales vectores de malaria aviar. La trampa BG-Sentinel es un sistema automatizado
de captura de insectos disefiado para capturar varios tipos de mosquitos adultos. La trampa utiliza
una combinacion de olores atractivos y un ventilador para atraer mosquitos y capturarlos en una red
para su posterior andlisis. El BG-Sentinel se ha utilizado en varios proyectos de investigacion para
estudiar las poblaciones locales de mosquitos y evaluar la eficacia de diversas estrategias de control
de mosquitos. Po ejemplo, estas son las que se emplean cominmente en el muestreo de especies
relevantes y de importancia regional como Aedes albopictus y Culex quinquefasciatus, adultos. Por
su parte, la trampa CDC (desarrollada por el Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC)), fue disefiada para ser mas eficiente que las trampas tradicionales para atraer
y atrapar mosquitos, particularmente aquellos que transmiten enfermedades como el virus del Nilo
Occidental y el virus Zika. La trampa utiliza una fuente de luz, ya sea incandescente o LED, para
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atraer a los mosquitos y un ventilador para atraerlos a una red de recoleccion. La fuente de luz es
alimentada por electricidad o baterias.

A pesar de que las trampas CDC se disenaron para mejorar la captura de insectos culicidos, en este
estudio encontramos que las trampas BG-Sentinel son mucho mas efectivas para capturar mayor
numero de mosquitos y otros potenciales vectores de malaria aviar en el area de estudio. Este dato es
util pues conocer la eficiencia de distintas herramientas de captura de vectores es indispensable para
establecer adecuadas estrategias de vigilancia y control de vectores adultos.

La eficiencia de las trampas para capturar insectos también puede estar relacionada con la especie de
mosquito o insecto que se desee capturar. En algunos casos algunos tipos de trampas seran mas
eficientes que otros seglin la biologia y comportamiento de las especies. Por ejemplo, en su estudio
Monzon-Pineda (2007) no encontrd diferencia significativa entre el nimero de individuos de Cix.
quinquefasciatus capturados con dos tipos de trampas (CDC y gravida). Encontré la misma
eficiencia en ambas trampas.

Conclusiones

En este estudio registramos tres de las cuatro familias de insectos que se reportan como vectores de
malaria aviar para América, Culicidae, Ceratopogonidae y Simuliidae. La familia mejor representada
con varias especies y gran numero de individuos fue Culicidae. Esta familia fue ademés la mejor
distribuida por lo que su potencial como transmisores de malaria aviar en el area es la mas alta.

Los andlisis genéticos y ecoldgicos que llevamos a cabo muestran la importante riqueza de insectos
potenciales vectores de malaria aviar en el departamento de Zacapa. Estos datos junto a otros
reportes sobre la capacidad vectorial de algunas de las especies registradas, permiten concluir que en
varias zonas del departamento de Zacapa se pueden presentar brotes de malaria aviar en aves
silvestres y de corral y de algunas arbovirosis que pueden ser transmitidos por estos vectores. Este
hallazgo, muestra la importancia de profundizar estudios en el pais sobre la distribucion geografica y
ecologia de mosquitos vectores y su posible relacion con enfermedades emergentes y reemergentes
en el pais y la region.

La diversidad y abundancia de mosquitos en el 4rea de estudio fue relativamente alta, para ser una
zona cdlida y seca y haberse muestreado por un periodo relativamente corto. Esto posiblemente este
relacionado con el nivel de perturbacion antrépica que predomina en la region y debido a la
presencia de distintos cuerpos de agua que proporcionan diversos recursos para la reproduccion y
alimentacion de estos insectos.

Los datos generados en este estudio apoyan la recomendacién de otros estudios para el uso de
trampas BG-Sentinel como principal herramienta de muestreo en programas de vigilancia de
mosquitos, y otros potenciales vectores de malaria aviar en la region.

Diversos factores determinantes en el mantenimiento del ciclo de transmision de la malaria aviar y
otras enfermedades viricas en la zona, como alta riqueza de potenciales vectores, asentamientos
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humanos, presencia de alta diversidad de aves silvestres y zonas boscosas periféricas a las zonas
residenciales, indican la necesidad de medidas de vigilancia. Se sugiere la recoleccion sistematica de
mosquitos adultos para aislar pardsitos como los de la malaria, asi como la vigilancia serologica en
humanos y animales domésticos y selvaticos involucrados en los ciclos de transmision de
enfermedades zoondticas.
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13 Apéndice

Apéndice 1. Se presenta la foto de uno de los geles analizados (Gel de agarosa 10 %, tincion con
bromuro de etidio) con productos de amplificacion de pools de mosquitos y otros insectos de interés.

Apéndice 2. Nimero de individuos registrados de distintos insectos estudiados por tipo de uso

de suelo.

familia, especie, género o morfoespecie
Aedes aegypti Linnaeus, 1762

Aedes albopictus Eskuse 1895

Aedes sp.

Anopheles albimanus Wiedemann, 1820

Anopheles pseudopunctipennis Theobald, 1901

A N AW N =7

Bezzia sp.

Tipos de uso de suelo

rural urbano
5 171
7 15
66 105
16 5
1
20
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10
1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

Ceratopogonidae spl

Ceratopogonidae sp2

Ceratopogonidae sp3

Ceratopogonidae sp4

Ceratopogonidae sp5

Ceratopogonidae sp6

Coquillettidia nigricans Coquillett, 1904
Culex pipiens Linnaeus

Culex quinquefasciatus Say, 1823

Culex spl

Culex sp2

Culex sp3

Culex sp4

Culex sp5

Culex spp.

Culicidade sp3

Culicidade sp4

Culicidae

Culicidae

Culicidae sp1

Culicidae sp2

Culicidae sp3

Culicidae sp4

Culicidae sp5

Culicidae sp6

Culicidae sp7

Culicidae sp8

Culicidae sppx

Culicoides spl

Culicoides sp2

Haemagogus albomaculatus Theobald, 1903
Haemagogus janthinomys Dyar, 1921
Ochlerotatus taeniorhynchus (Wiedemann, 1821)
Sabethes chloropterus von Humboldt, 1819
Simulidae spl

Simulidae sp2

TOTALES

10

10

126

46

86

14

528

11

189
58

133

47

20

790
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Apéndice 5. Fotografias de trabajo de campo y laboratorio del proyecto

insectos potenciales vectores de malaria aviar realizados en el area de estudio.

Muestreos de
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Muestreo de insectos potenciales vectores de malaria aviar realizados en el area de estudio.
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Colocacion de trampas BG-Sentinel en sitios de muestreo
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Colocacion de trampas BG-Sentinel en sitios de muestreo
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Instalacion de trampas CDC para captura de insectos en sitios de estudio
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Colocacion de trampas BG-Sentinel en sitios de muestreo
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Colocacion de trampas BG-Sentinel en sitios de muestreo
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Trabajo de identificacion de insectos capturados en laboratorio de entomologia de CUNZAC.
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Trabajo de identificacion de insectos capturados en laboratorio de entomologia de CUNZAC.
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Trabajo de identificacion de insectos capturados en laboratorio de entomologia de CUNZAC.
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Fotografias del trabajo de laboratorio para clasificar por familia a los insectos potenciales vectores
de malaria aviar en el sitio de estudio.

61



gl s
vl % . a

-

7 i [ - < ,
g ; /‘ &5 ;
= 7 vl
o A &

Fotografias del trabajo de laboratorio realizado para estandarizar protocolo de extraccion de ADN en
insectos potenciales vectores de malaria aviar en el sitio de estudio.

62



Fotografias del trabajo de laboratorio realizado para estandarizar protocolo de extraccion de ADN en
insectos potenciales vectores de malaria aviar en el sitio de estudio.

63



Fotografias del trabajo de laboratorio realizado para estandarizar protocolo de extracciéon de ADN en
insectos potenciales vectores de malaria aviar en el sitio de estudio.
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CV_BG4 25.04.2022 Morfoespecie 1. Proboscis corta.
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Fotografias de algunos de los insectos potenciales vectores de malaria aviar capturados durante el
estudio

CV_BG4 25.04.2022 Morfoespecie 2. Negro con armadura negra.
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CV_BG2 25.04.2022 Ceratopogonidae
14 Aspectos éticos y legales (si aplica)

No requirid.

15 Vinculacion

Este proyecto vinculo a dos instituciones con enfoque de investigacion de enfermedades zoonoéticas
y dindmica parasito-hospedero (CUNZAC e INECOL). El proyecto contemplo un componente de
transferencia de conocimientos entre los investigadores de este proyecto y el laboratorio del Dr.
Diego Santiago-Alarcon.

16 Estrategia de difusion, divulgacion y proteccion intelectual

Con los resultados de este proyecto se ingresé un manuscrito para la revista Ciencia, Tecnologia y
Salud que describira la riqueza de potenciales vectores de malaria aviar en la region del oriente del
pais y el cual comparara la eficiencia de los dos métodos de muestreo empleados en la captura de
distintos vectores de la enfermedad. Los resultados del estudio se presentaran en
CONVERCIENCIA 2023 y en al menos un congreso sobre ecologia y/o biologia y uno de medicina
veterinaria. Se presentaron los resultados del proyecto mediante un video corto y un poster que se
entreg6 al ICUNZAC para que sea difundido en las distintas redes sociales.

Indique concretamente como contribuyen los resultados de la investigacion al alcance de los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

El estudio esta aportando al cumplimiento del objetivo ODS 3 que pretende contribuir a evitar las
muertes por enfermedad emergentes por zoonosis, incluida la malaria humana. Este objetivo también
busca contribuir a la seguridad alimentaria humana en paises en desarrollo.

En esta investigacion evaluamos la diversidad de insectos vectores de malaria aviar y malaria
humana por lo que esta informacién podra emplearse en el desarrollo de programas de control y
monitoreo de vectores y sistemas de alerta temprana ante brotes de esta enfermedad en aves de corral
o traspatio y a identificar sitios de riesgo de transmision para estos animales. Esto ultimo, contribuira
a evitar pérdidas econdmicas y fuentes de alimento para las comunidades asentadas en el area.

Este proyecto también contribuyo con el objetivo ODS 15, Vida de ecosistemas terrestres. Este
objetivo indica que deben tomarse medidas urgentes para reducir la pérdida de habitats naturales y
biodiversidad que forman parte de nuestro patrimonio comun. Los datos de este proyecto se pueden
emplearse para justificar la conservacion de areas naturales o poco perturbadas dentro de la region
de estudio pues son areas que mantienen alta diversidad y que pueden contribuir a disminuir la
prevalencia de enfermedades vectoriales en areas pobladas.
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