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La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
promueve el uso de las Guias de [a Red EQUATOR para
Autores, Arbitros y Editores

El Boletin de Malariologia y Salud Ambiental acoge
la recomendacion de la OPS de promover la difusion
y el uso de las Guias de la Red EQUATOR

La calidad de una revista cientifica depende
esencialmente de la calidad de los trabajos que son
sometidos y aceptados para su publicacion, tras
un arbitraje riguroso y constructivo. En el proceso
editorial no hay normas establecidas: el Editor, junto
con el Comité Editorial, asume la responsabilidad
de la aceptacion para la publicacion toda vez que los
Autores, aceptando o refutando oportunamente las
sugerencias de los Arbitros, logren que la calidad de
su investigacion se aprecie a través de la claridad y
precision de la informacion reportada. Sin embargo,
no siempre los resultados son del todo satisfactorios!

Por esta razén, ya desde el afio 2001, en el
area de salud se ha resaltado la necesidad y se han
hecho esfuerzos para estandarizar la metodologia en
la realizacion de la investigacion y la presentacion de
los resultados para que éstos fueran mas claros, mas
confiables y reproducibles. Se fueron desarrollando por
lo tanto de manera independiente, Guias y lineamientos
en diferentes especialidades, dirigidos a sus potenciales
usuarios: Autores, Arbitros y Editores y el afio 2006,
surgié la RED EQUATOR (Enhancing the QUality
and Transparency Of health Research), una iniciativa
internacional a través de la cual se decidid recopilar
todo el material en un inico website: http://www.
equator-network.org/ .
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En el afio 2010 la Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS) y la Red EQUATOR Network se
aliaron haciendo asequible la informacion en espafiol
de mas de 200 Guias para “mejorar la precision, la
transparencia y el rigor de la investigacion y de la
informacion en Salud en América Latinay el Caribe”,
en pro de un mas alto nivel académico (http:/www.
espanol.equator-network.org/) y en abril del 2014
emprenden el “Plan de implementacion OPS-Red
EQUATOR? dirigido en primer lugar a los Editores
de Revistas en el area de la Salud.

El Boletin de Malariologia y Salud Ambiental
responde con interés a este llamado y acoge la

recomendacion de la OPS de promover la difusion y
el uso de las Guias de la Red EQUATOR.

Sefialamos en esta comunicacion so6lo
algunas de las mas comunes, por considerarlas de
mayor pertinencia con los temas de investigacion del
Boletin de Malariologia y Salud Ambiental, con la
invitacion a Autores y Arbitros a visitar estas paginas,
incorporar los lineamientos sugeridos y comprobar el
cumplimiento de los mismos.

Estas Guias son:

- STROBE (The Strengthening the Reporting of
Observational Studies in Epidemiology) para
estudios observacionales en epidemiologia. STROBE
Lista de Comprobacion.

- STARD (Standards for Reporting of Diagnostic
Accuracy) para estudios de precision diagnostica.
STARD Lista de Comprobacion.


http://www.strobe-statement.org/
http://www.strobe-statement.org/index.php?id=available-checklists
http://www.stard-statement.org/
http://www.stard-statement.org/pdf%20and%20word%20documents/Checklist.PDF

- CONSORT (Consolidated Standards of Reporting
Trials) para ensayos controlados aleatorizados.
CONSORT Lista de Comprobacion.

- COREQ (Consolidated criteria for Reporting
Qualitative research) para reportes de investigacion
cualitativa. COREQ Lista de Comprobacion.

- PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic
reviews and Meta-Analyses) para revisiones
sistematicas y metanalisis que evaltan las
intervenciones de atencion en salud. PRISMA Lista
de Comprobacion.

Editorial

Confiamos en que, a medida que estos
lineamientos sean adoptados y su uso se convierta en
una practica de constante aplicacion, la calidad de los
articulos publicados en el Boletin de Malariologia y
Salud Ambiental sea cada dia mejor, al mismo tiempo
que se les abre la posibilidad a los Autores y Arbitros
de indagar sobre otras Guias que puedan ser de su
interés.

M. Dora Feliciangeli
Editora
Bol. Mal. Salud Amb.

Vol. LIV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2014
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http://www.consort-statement.org/
http://www.consort-statement.org/Media/Default/Downloads/Translations/Spanish_es/Spanish%20CONSORT%20Checklist.pdf
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/coreq/
http://intqhc.oxfordjournals.org/content/intqhc/19/6/349.full.pdf
http://www.prisma-statement.org/
http://www.prisma-statement.org/2.1.2%20-%20PRISMA%202009%20Checklist.pdf
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Enzimas y glicoproteinas presentes en extractos de vermes adultos de Fasciola

hepatica

Enzymes and glycoproteins present in extracts of adult Fasciola hepatica worms

Diana E. Ballen'*, Mairym Barrios', Greslena Aparicio' & Italo M. Cesari'?

RESUMEN

Fasciola hepatica es un trematodo que causa
lesiones en el higado y vias biliares afectando a herbivoros y al
hombre, constituyendo un problema de salud publica en zonas
agricolas a nivel mundial. El parasito posee glicoproteinas y
enzimas que facilitan su penetraciéon y migracion en los tejidos
hospederos. El objetivo fue evaluar estos componentes en
extractos [fraccion soluble (FS) y fraccion particulada (FP)]
de vermes adultos de F. hepatica. Las fracciones fueron
analizadas para proteinas, carbohidratos, actividades
enziméaticas, y por electroforesis (SDS-PAGE-15%) en
condiciones no reductoras (NR) y reductoras (R). En FS, la
concentracion de carbohidratos fue 5,63 umol/mL; se detectd
la presencia de fosfohidrolasas, glicosidasas y peptidasas,
sobresaliendo la actividad Fosfatasa Acida (1,19 pymol/h/mg,
pH 5,0). En FP, la concentracién de carbohidratos fue mas
elevada (7,89 pmol/mL); se observaron valores elevados de
Fosfatasa Alcalina (5,79 pmol/h/mg), Fosfatasa Acida (1,67
pumol/h/mg) y moderados de Fosfodiesterasa (0,280 pmol/h/
mg pH 9,6). Se detecto actividad Acetilcolinesterasa mayor
en FS que en FP (3,95 A/h vs. 1,68 A/h). En SDS-PAGE
ambos extractos mostraron polipéptidos de ~80 a 10-kDa;
el pre-tratamiento de las muestras con sodio-metaperiodato
redujo el niumero de bandas en cada extracto, sugiriendo la
presencia de glicocomponentes. En conclusién, se hallaron
enzimas y glicocomponentes en los extractos de F. hepatica
estudiados, lo cual constituye un aporte en la busqueda de
posibles blancos inmunoldgicos y farmacoldgicos para el
control de esta parasitosis.

Palabras clave: Fasciola hepatica, actividades enzimaticas,
glicoproteinas, trematodos.

SUMMARY

Fasciola hepatica is a trematode that causes
damage to the liver and biliary tract in both herbivores and man,
and is thus an important public health concern in agricultural
areas worldwide. This parasite contains glycoproteins and
enzymes that facilitate its penetration of, and migration through,
host tissues. The aim of this study was to evaluate the relative
proportions of these components in the soluble fraction
(SF) and n-butanol-solubilized extracts of the particulate
fraction (PF) of whole homogenates of adult F. hepatica
worms. Extracts were analyzed for protein and carbohydrate
content, and hydrolytic activity. In addition, 15% SDS-PAGE
electrophoresis was performed under non-reducing (NR)
and reducing (R) conditions to identify other components.
The SF contained 5.63 umol carbohydrate/mL, as well as
phosphohydrolases, glycosidases and peptidases, with a
high acid phosphatase activity (1.19 umol/h/mg, pH 5.0) that
seemed to be characteristic of this fraction. The PF contained
7.89 umol carbohydrate/mL, with high alkaline phosphatase
(5.79 umol/h/mg) and acid phosphatase (1.67 pmol/h/mg),
and moderate phosphodiesterase (0.280 umol/h/mg pH 9.6)
values. Acetylcholinesterase activity was higher in the SF than
the PF (3.95 A/h vs. 1.68 A/h). SDS-PAGE analysis showed
the presence of polypeptides in both the SF and the PF of ~80
to 10-kDa . Pretreatment with sodium-metaperiodate reduced
the number of bands in each extract suggesting the presence
of glycocomponents. The notable presence of enzymes and
glycocomponents in the SF and PF extracts of adult F. hepatica
worms is a first step towards the eventual identification of new
immunological and pharmacological targets for the control of
this disease.

Key words: Fasciola hepatica, enzymatic activity, glycoproteins,
trematodes.

! Unidad de Trematodiasis. Centro de Microbiologia y Biologia Celular. Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas, Altos de Pipe,

Apartado 21827, Miranda, Venezuela.

2 Laboratoério de Bioquimica e Biologia Molecular do Céancer, Instituto de Bioquimica Médica Leopoldo De Meis, Universidad de Federal

do Rio de Janeiro, Brasil.

* Autor de correspondencia: eleanni@hotmail.com



INTRODUCCION

La fascioliasis es una enfermedad
parasitaria, causada por el helminto trematodo
Fasciola hepatica de amplia distribucion mundial,
que afecta a herbivoros tales como rumiantes, cerdos,
equinos, roedores y otros, asi como también al
hombre (Mas-Coma et al., 2009). A nivel mundial,
alrededor de 17 millones de personas se encuentran
infectadas y 180 millones estan en riesgo de infeccion,
constituyendo un problema de salud publica (WHO,
2010). Los vermes de F. hepatica migran a través
de varios tejidos hospederos hasta alcanzar los
conductos biliares causando dafio hospedero en su
desplazamiento. De manera similar a lo hallado en
la mayoria de los trematodos, Fasciola sp. posee
enzimas, necesarias para su migracion, crecimiento,
diferenciacion, nutricion que le ayudan a adaptarse a
su hospedador, y cumplir su ciclo de vida a fin de
garantizar su persistencia (Norbury ef al., 2011).

Se han identificado y caracterizado enzimas
en los productos de excrecién-secrecion de F
hepatica, algunas consideradas como antigenos en
el inmunodiagnoéstico de la fascioliasis, otras como
candidatas para el desarrollo de vacunas o como
proteinas que protegen al parasito de la respuesta
inmunitaria del hospedador, entre las cuales destacan:
las catepsinas L y D, la tierrodoxina (TRX), la
enolasa, la glutation S-transferasa (GST), la leucina
aminopeptidasa (LAP), asi como la proteina de union
a acidos grasos (FABP), la proteina tipo saposina y la
superoxido-dismutasa Cu/Zn (SOD-Cu/Zn) (Acosta
et al., 2008; Boukli et al., 2011; Dalton et al., 2003;
Escalante et al.,, 2011; Figueroa-Santiago et al.,
2011; Farhnaka et al., 2013; Gonzales-Santana et al.,
2013; Morphew et al., 2007), y otras con potencial
terapéutico en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias (Robinson ef al., 2013).

En los helmintos, el tegumento es una
estructura sincicial citoplasmatica anucleada que
recubre toda la superficie del parasito (Dalton et al.,
2004). Es la interfase que ayuda al parasito a mantener
su homeostasis, alli ocurre la absorcion e intercambio
de nutrientes importante para su supervivencia. En el
tegumento residen componentes responsables de los
mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria
y que protegen al parasito contra agentes oxidantes
(i.e., enzimas antioxidantes) (Dalton et al., 2004).
Dada su importancia en la nutricion y en la evasion
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de la respuesta inmunoldgica, algunas proteinas
presentes en el tegumento de los trematodos han sido
consideradas blancos ideales para el desarrollo de
drogas antihelminticas y de vacunas (Loukas et al.,
2007; Meaney et al., 2003; Mulvenna et al., 2010).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
la presencia de glicoproteinas y enzimas en la fraccion
soluble (FS) y la fraccion particulada (FP) obtenidas
de los vermes adultos de F. hepatica, con el proposito
de facilitar su eventual identificacion molecular
y evaluacion como potenciales blancos de accion
contra este parasito. Se realizaron determinaciones
enzimaticas a diferentes pH, segun protocolos descrito
previamente por Cesari et al. (2000), usando curvas
de calibracion (A, , nm vs. nmol) para interpolar la
absorbancia de los grupos p-nitrofenol o p-nitroanilina
liberados por la hidrolisis de los respectivos sustratos
sintéticos, y se realizaron también analisis del
respectivo perfil proteico mediante SDS-PAGE.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las fracciones soluble y particulada
de vermes adultos de F. hepatica

Vermes adultos de F  hepatica fueron
resuspendidos en 2 mL de agua milli-Q, agregando
inhibidores de enzimas proteoliticas [PMSF (1 mM),
Na-EDTA (1-2 mM), Leupeptina (5-10 pg/mL),
Aprotinina (1 pg/mL), Pestatina A (1-15 pg/mL)].
Los parasitos fueron homogeneizados y la suspension
resultante fue ultracentrifugada a 100.000 g por 2 h
a 4°C (Ultracentrifuga Beckman Modelo L8-55). El
sobrenadante representd la Fraccion Soluble (FS);
el sedimento se resuspendié en agua milli-Q, se re-
homogenizo y se ultracentrifugdé nuevamente bajo las
mismas condiciones. El sobrenadante de esta ultima
centrifugacion se descarto y el sedimento membranoso
o fraccion particulada (FP) se resuspendié en 1 mL de
agua milli-Q y la suspension se sometid a un proceso
de extraccion butanolica.

Extraccion de la fraccion particulada con n-butanol

A1 mL de FP se le anadié 1 mL de n-butanol
saturado con agua (v/v), se agitd vigorosamente por
10 min y la emulsion se centrifugd a 20.000 g/20 min
a 4°C. Se descartd la fase organica y se recuper6 la
fase acuosa, mientras que el material solido restante
en la interfase fue re-extraido con n-butanol. A ambas
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fracciones se les determind proteinas por el método de
Bradford (1976) y carbohidratos por el método fenol-
acido sulfarico descrito por Masuko et al. (2005).

Actividades enzimaticas

Las actividades enzimaticas ensayadas
fueron: (1) Fosfatasa acida (FAc, pH 5,0) y Fosfatasa
alcalina (FAL, pH 9,6), utilizando p-nitrofenilfosfato
(p-NPP) como sustrato. (2) Fosfodiesterasa alcalina
(FDE, pH 9,6) con el sustrato 5'-timidina-monosfosfo-
p-nitro-ester (5’-TMP). (3) Los sustratos L-leucin y
L-a-alanil p-nitroanilida fueron usados para medir
las actividades leucina (LAP; pH 8,0) y alanina
aminopeptidasa (AAP; pH 8,0) respectivamente.
(4) La N-acetil-B-D-glucosaminidasa (B-NAG;
pH 5,5 se determind con p-nitrofenil p-N-
acetilglucosaminida y la a-Manosidasa (a-MAN; pH
5,6) con p-nitrofenil a-mandsido (Cesari et al., 2000).
Las reacciones realizadas a pH acido y alcalino se
detuvieron con 1 N NaOH, excepto las reacciones
aminopeptidasas donde se utilizo acido acético a 2
M. La absorbancia (A) a 405 nm se ley6 en un lector
de placas SpectraMax 250 (Molecular Devices).
Los valores de A, . nm se interpolaron en curvas de
calibracion de A, , nm vs. nmol de p-nitrophenol [p-
NP] o p-nitroanilida [p-NA]. La actividad enzimatica
fue expresada en términos de micromoles de sustrato
hidrolizado por hora [pumol/h], definiéndose a la
actividad especifica como la actividad referida a la
concentracion de proteinas (umol/h/mg). El ensayo
para acetilcolinesterasa (AChE, pH 7,6) se realiz6 a
37°C empleando como sustrato ioduro de acetilcolina
(Ellman et al., 1961). La lectura se hizo a 405 nm y la
actividad especifica fue expresada como A/h referida
a la concentracion de proteinas [A/h/mg].
Electroforesis  unidimensional en  Geles de
Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los componentes proteicos (10 pg) de FS'y
FP se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE al
15% en condiciones no reductoras (NR) y reductoras
(R, con B-mercaptoetanol) segin Laemmli (1970). El
gel fue tefido con Azul de Coomassie. Se evalud la
presencia de componentes glicosilados en FS y FP,
utilizando un kit para deteccion de glicoproteinas
(Immuno-Blot Kit for Glycoprotein Detection. Bio-
Rad N° 170-6490).
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Analisis Estadisticos

Todos los datos fueron procesados vy
analizados estadisticamente por Excel (Microsoft®
Office®). Todas las actividades enzimaticas fueron
reportadas como promedio + 3 DEM de umol/h/mg
y A/h/mg para la actividad enzimatica AChE de 3
experimentos independientes (n = 3).

RESULTADOS

Determinacion de carbohidratos en las preparaciones
FSy FP de adultos de Fasciola

Se observo mayor presencia de compuestos
glicosilados en FP (7,89 + 0,55 umol/mL) que en FS
(5,63 £ 0,77 umol/mL).

Actividad enzimatica en FS'y FP

Los resultados indican que en la FP, las
actividades enzimaticas FAL (pH 9,6; 5,79 + 0,718
umol/mg/h), FAc [pH 5,0; 1,67 = 0.27 umol/mg/h]
y FDE [pH 9,6; 0,28 + 0,08 pumol/h/mg] fueron
mas clevadas que en la FS [FAL, pH 9,6; 0,383 +
0,18 umol/mg/h; FAc, pH 5,0; 1,190 &+ 0,089 pumol/
mg/h; FDE, pH 9,6; 0,028 + 0,02 pmol/mg/h] (Fig.
la). Las actividades monoaminopeptidasas LAP
[pH: 8,0; 0,299 + 0,22 umol/mg/h] y AAP [pH: 8,0;
0,123 + 0,07 pumol/mg/h] se hicieron presentes solo
en FS, mientras que las glicosidasas B-NAG [0,006
+ 0,010 pmol/mg/h] y a-MAN [0,002 + 0,0 pmol/
mg/h] fueron muy bajas en FP que en la FS [B-NAG,
pH: 5,6; 0,173 £ 0,04 pmol/mg; a-MAN, pH: 5,6;
0,108 + 0,06 umol/h/mg] (Fig. 1a). Con respecto a la
AChE (determinada a pH 7,6) fue mayor en FS [3,95
A/h/mg] que en FP [1,68 A/h/mg] (Fig. 1b).

1D SDS-PAGE (15%)

Perfil de proteinas: Se observaron bandas
en FS [NR y R] con masa molecular comprendida
entre 62y 10 kDa (Fig. 2, carril 1 y 2). Las bandas
NR detectadas en FS fueron de 62, 60, 48, 45, 38,
36, 32, 25, 24, 21, 15, 14, 13 12, 11 y 10 kDa
(carril 1); luego de reduccidn, la mayoria de las
bandas continuaron viéndose como tal en el gel
pero con intensidad variable, excepto las de 62,
48 y 32 kDa que desaparecieron, apareciendo una
banda de 40 kDa (carril 2).
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Fig. 1. Actividades enzimaticas en FS (100.000 g)
y FP solubilizada mediante extraccion butanélica,
detectadas a diferentes pHs sobre sustratos
sintéticos. (a) FAL (Fosfatasa Alcalina; pH 9,6),
FDE (Fosfodiesterasa; pH 9,6), LAP (Leucina
Aminopeptidasa; pH 8,0), Alanina Aminopeptidasa
(AAP; pH 8,0), FAc (Fosfatasa Acida; pH 5,0),
B-NAG (N-Acetil-8-D-Glucosaminidasa; pH 5,5),
a-MAN (a-manosidasa; pH 5,5). (b) Actividad
acetilcolinesterasa (AChE; pH 7,6). Resultados de
3 experimentos independientes (n = 3, promedio
* 3 DEM). FS: Fraccion Soluble; FP: Fraccion
Particulada.

a

8,0
7,0
6,0

§ 50 uFS
E 40 uFP
5 30

2,0

1,0
0,0 +

FAL FDE LAP AAP FAc P-NAG a-MAN
b
5,0
4,0
20 uFS
£ 30
= P

2,0 |

0,0 -
AchE

En geles 1D de FP en condiciones NR (Fig.
2, carril 3), se observd un patron mas simple de
aproximadamente 10 bandas en el intervalo de 120
a 10 (~ 120 kDa, 86, 66, 62, 44, 38, 32, 25, 24, 10).
Luego de reduccion (Fig. 2, carril 4), continuaron
observandose las bandas de 62, 38, 32, 25 y 10kDa
pero con intensidad variable, desapareciendo las
bandas de alto p.m., las de 44 y 24 kDa, y apareciendo
una banda de 21 kDa.

Perfil de glicoproteinas: Después de
tratamiento de la FS con el kit para deteccion de
glicoproteinas (Immuno-Blot Kit for Glycoprotein
Detection), bajo condiciones NR (Fig. 3a, carril, 2),
se observaron bandas de aprox. 64, 60, 42, 25, 23, 14
y 12 kDa; luego de reduccion, se continuaron viendo
las mismas bandas pero con intensidad variable;
aparecieron bandas de 50, 39 y 28 kDa (carril, 4) y
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Fig. 2. SDS-PAGE (15%) en condiciones NR
(no reductoras) y R (reductoras) de FS y FP del
parasito adulto F. hepatica. (10 ug de cada fraccion)
luego de tincién con Coomassie. FS (NR, carril 1),
FS (R, carril 2), FP (NR, carril 3), FP (R, carril 4).
Marcadores de Peso Molecular Pre-teiiidos (kDa).
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desaparecieron las de 64, 42 y 23 kDa (Fig. 3a, carril,
4). Los carriles 1 y 3 corresponden a la FS no tratada
con el kit (Fig. 3a). En FP, tanto en condiciones NR
como en R (Fig. 3b, carril 6 y 8), se detectaron bandas
de 66, 60, 45, 42 y 32 kDa, excepto que en FP (R)
aparecieron bandas de 39, 25 y 24 kDa (carril 8). Los
carriles 6 y 7 corresponden a la FP no tratada con el
kit (Fig. 3b).

DISCUSION

La expresion y secrecion de enzimas en
los parasitos es de importancia fundamental en
los procesos de invasion, nutricion, desarrollo,
adaptacion, virulencia, evasion y modulacion inmune
del hospedador por parte del parasito, todo lo cual
ha sido descrito en Fasciola sp. (McVeigh et al.,
2012; Norbury et al., 2011). En el presente estudio,
reportamos la presencia diferencial de enzimas y
glicocomponentes en las fracciones subcelulares
soluble (FS) y particulada (FP) de vermes adultos
de F. hepatica. Las actividades enzimaticas que se
mostraron mas relevantes en términos cuantitativos
fueron las fosfomonoesterasas, estando la FAL (pH
9,6)ylaFAC (pH 5,0) bastante elevadas en FP. El haber
encontrado actividades con pH optimo diferentes
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Enzimas y glicoproteinas en extractos de F. hepatica

Fig. 3. Deteccion mediante blotting de componentes glicosilados (glicoproteinas) en FS y FP del
parasito adulto F. hepatica tratadas con kit para detecciéon de carbohidratos. Los componentes fueron
separados por SDS-PAGE (15%) en condiciones NR y R. (a) FS (NR, carril 2), FS (R, carril 4); (b) FP (NR,
carril 6), FP (R, carril 8). Controles (muestras no tratadas para deteccion de carbohidratos): (a) FS (NR,
carril 1; R, carril 3); (b) FP (NR, carril 5; R, carril 7). Marcadores de Peso Molecular Pre-teiiido (kDa).

NR R

FS

NR R
FP

en la misma fraccion se podria explicar porque el
sedimento a 100 000 x g contiene tanto fragmentos
de membrana plasmatica del tegumento de estos
trematodos (sede usual de las enzimas que trabajan in
vitro a pH alcalino) como fragmentos intracelulares
de membrana que delimitan compartimentos acidos y
organelas enteras como los lisosomas (sede usual de
enzimas catabdlicas que funcionan a pH acido). Las
proteinas unidas a membrana se extrajeron utilizando
el solvente organico n-butanol, que desnaturaliza
y despolimeriza la mayor parte de proteinas de
membrana sin afectar completamente aquellas que
poseen cierto grado de glicosilacion (glicoproteinas),
muchas de las cuales logran preservar su estructura,
funcion catalitica y antigenicidad después de este
proceso, como ha sido demostrado en S. mansoni
(Cesari et al., 2005; 2002).

Hasta ahora no hemos encontrado
descripcion de actividlad FAL asociada con
preparaciones membranosas de Fasciola sp. Por otra
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parte, la actividad FAc hallada en FS concuerda con
resultados reportados por Probert & Lwin, (1974)
quienes detectaron alta actividad FAc [pH 4,5 - 5,0]
y baja actividad FAL [pH 9,0] en extractos solubles y
fracciones subcelulares (mitocondrial y lisosomal) de
F. hepatica. Los estudios realizados con S. mansoni
han reportado que la FAL esta asociada con fracciones
membranosas de la cercaria, esquistosomulos, vermes
adultos, particularmente en la superficie, donde parece
jugar un papel importante en la invasion y adaptacion
del paréasito al hospedador (Araujo-Montoya et al.,
2011; Cesari et al., 1981; Fernandez & Cortéz, 2002),
y es considerada candidata a ser ensayada como
vacuna contra la esquistosomiasis mansoni (Sulbaran
et al., 2013). Se observo actividad Fosfodiesterasa
alcalina (FDE) mas elevada en FP que en FS. Esta
enzima, hasta ahora con funcion desconocida en
este parasito, fue detectada en extractos solubles de
F. hepatica (Mansour & Mansour, 1979). La FDE
hidroliza enlaces fosfodiésteres y es estimulada por
cloruro de magnesio y calcio, formando parte del
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sistema de enzimas (junto con FAL y difosfohidrolasa)
de recuperacion de bases nucleotidicas (Braschi &
Wilson, 2006; Cesari et al., 1992).

No se observaron actividades
monoaminopeptidasas en FP; pero en FS, se
detectaron actividades de o-AAP (la cual libera
preferiblemente alanina), y LAP (que libera leucina).
Acosta et al. (1998) describieron actividad LAP en
un extracto soluble de F. hepatica y su actividad se
observo asociada principalmente con las células del
tracto digestivo, lo cual concuerda con la actividad
LAP hallada en FS. Por otra parte, la LAP forma
parte de los productos de excrecion-secrecion de F
hepatica y es considerada un marcador de diagnostico
por ser un antigeno inmunodominante en esta fraccion
(Marcilla et al., 2008); ademas, es capaz de inducir
proteccion contra la fascioliasis en animales (Acosta
et al., 2008).

Las actividades glicosidicas N-Acetil-
B-Glucosaminidasa  (B-NAG) (que degradan
oligosacaridos unidos por enlaces tipo-N, como en la
mucina) y o-manosidasa (a-MAN), enzimas de origen
lisosomal, solo se detectaron en FS. Hasta ahora, no
hemos visto reportes de éstas actividades en Fasciola
sp.; sin embargo, estudios realizados por Irwin et al.
(2004)describieronlapresenciade B-glucosaminidasa,
[-galactosidasa y f-hexosaminidasa en productos de
excrecion-secrecion de F. hepatica, extrapolando
estar probablemente involucradas en la degradacion
de azlcares y glicoproteinas hospederas durante
la penetracion en los tejidos del hospedador y en
la digestion de glicoproteinas que sirven para su
nutricion. En el trematodo Paragonimus westermani,
la actividad B-NAG se hallo elevada en FS, siendo en
este caso ser una enzima probablemente relacionada
con la necesidad de degradar los numerosos sustratos
glicosilados comiinmente presentes en las secreciones
pulmonares, su habitat natural (Gomez et al., 2010).
La a-MAN, también involucrada en la degradacion
de mucinas, fue igualmente detectada en esta fraccion
de P. westermani (Gémez et al., 2010).

En el presente trabajo, la actividad AChE fue
mas marcada en la FS que en la FP, lo cual concuerda
con los reportado por Frady & Knapp (1967), quien
detectd esta actividad en extractos solubles de la
etapa adulta de Fasciola sp. Arnon et al. (1999)
hallaron esta enzima asociada al tejido muscular y en
la superficie del tegumento de S. mansoni ayudando
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a la adquisicién de glucosa como nutriente para la
supervivencia del parasito.

Los estudios realizados en FS y FP mediante
analisis por SDS-PAGE, en condiciones reductoras
y no reductoras, mostraron la presencia de proteinas
comunes en ambas fracciones, identificadas con las
masas moleculares de: 62, 45-44, 38, 32, 25, 24, 21
y 10 kDa. Estos resultados concuerdan, y ademas
se ven reforzados, con los estudios de Meshgi et al.
(2008) obtenidos con una preparacion de antigenos
somaticos de adultos de F. hepatica en la cual se
caracterizo el perfil de proteinas, reportando bandas
de aprox. 62, 46, 36, 33y kDa. De manera semejante,
De Almeida et al. (2007) observaron en un extracto
soluble del parasito, luego de SDS-PAGE (15%) y
WB bajo condiciones reductoras (R) y no reductoras
(NR), bandas de 66, 45, 21, 12, 11, 10 y 9 kDa;
estos autores reportaron ademas un reconocimiento
especifico de antigenos de 57, 46-44, 38, 10, 9 y
8 kDa en FS por sueros de pacientes infectados,
considerado relevante para el diagndstico de ésta
enfermedad parasitaria.

En el presente trabajo, se halld6 mayor
contenido glicosidicoenlaFPqueenFS. Eltegumento
de F. hepatica es de naturaleza sincicial cubierto de
un glicocalix, contiene numerosas mitocondrias y
vesiculas secretoras, y esta delimitado por dos capas
membranosas de 12 nm (Threakdgold, 1976). En
F. hepatica, el tegumento es una de las regiones de
contacto del parasito con el medio que lo rodea y
por lo tanto constituye una de las interfases entre el
parasito y el hospedador, siendo la otra interfase la
mucosa intestinal que recubre el aparato digestivo
de estos parasitos. Se encuentra involucrado en
la renovacion de la membrana externa, nutricion
(mediante la internalizacion de moléculas),
modulacién, secrecidon, transduccién de sefiales
y en la evasion inmune (Wilson, ef al., 2011). Sin
embargo, a pesar de varios estudios de protedmica en
diferentes preparaciones de F. hepatica, incluyendo
tegumento y secreciones, publicados recientemente
(Hagariz, et al., 2014., Morales & Espino, 2012.,
Wilson, et al., 2011), no hemos podido encontrar aiin
informacion sobre las enzimas y los componentes
que fueron objeto del presente estudio, los cuales,
podrian ser de importancia funcional para el parasito
y también para la respuesta inmunoldgica, pudiendo
quizas ser eventuales blancos para el desarrollo de
drogas y vacunas.
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Debido a la selectiva resistencia a la
desnaturalizacion por n-butanol de glicoproteinas,
asumimos en consecuencia que la mayoria de las
moléculas que observamos en FP, luego de SDS-
PAGE, esta glicosilada. Usando un kit para la tincion
de glicoproteinas, pudimos de hecho demostrar la
mayoritaria presencia de bandas glicosiladas en
los perfiles electroforéticos de FS y en el extracto
butandlico de FP. En esta ultima fraccion, entre las
bandas fuertemente detectadas llama la atencion,
el componente de 42 kDa. La banda de 42 kDa
podria corresponder a la actina, una proteina muy
conservada entre especies con masa molecular de
45-42 kDa. En F. hepatica, los filamentos de actina
estan localizados en el tegumento del parasito adulto
(Tansattit et al., 2006), y es considerada candidata
potencial para vacuna contra la fascioliasis (Boukli
etal.,2011).

Los resultados descritos en el presente
trabajo muestran la presencia de actividades
enzimaticas y glicocomponentes en las FS y FP
de vermes adultos de F. hepatica. Las actividades
enzimaticas FAL y FAc fueron las mas relevantes
en la FP, siendo la actividad FAL muy alta en esta
fraccion. Aunque la relevancia de la presencia
y/o ausencia de cada componente glicosidico y
enzimatico en F. hepatica aun no esta completamente
definida, los componentes descritos, deben ser
estudiados con mayor profundidad hasta confirmar su
identidad molecular ya que podrian ofrecer posibles
blancos para el entendimiento de la interaccion
parasito-hospedador, de intervencion inmunologica
y/o farmacologica, asi como constituirse en
antigenos con alta sensibilidad y especificidad para
el inmunodiagndstico de la fascioliasis.
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RESUMEN

En la forma mucocutanea (LCM) y cutanea (LCL)
de la leishmaniasis, se genera una respuesta inflamatoria
cuyos mediadores (células y citocinas) se han involucrado
en la severidad de las Ulceras y en el dafo tisular observado
en estos pacientes, particularmente en los LCM. Por ello, nos
propusimos identificar los grupos celulares predominantes en
la secrecién nasal de pacientes con LCLy LCM, y relacionarlos
con citocinas proinflamatorias y reguladoras. Evaluamos en
pacientes LCL (n=20), LCM (n=14) y 20 individuos sanos: a)
La cuantificacion de tipos de leucocitos en “frotis” de secrecion
nasal, Ulceras cutaneas y sangre periférica tefiidos con
Giemsa empleando microscopia éptica, b) Concentraciones
séricas de IL-8, IL-4 e IL-10 por citometria de flujo (CBA
array) e IFN-y, TNF-a e IL-17 por ELISA. El grupo celular
predominante en la secrecién nasal de pacientes con LCM
fueron los neutrdfilos (80,7%) y escasos eosinofilos (0,6%),
comparados con los LCL y controles, en los que no se
observaron estas células. Mientras que los “frotis” de las
ulceras de los LCL presentaron 45,3% de neutréfilos y 43% de
linfocitos. En contraste, en sangre periférica, de los pacientes
se observo un incremento de neutréfilos y linfocitos junto a una
frecuencia significativa de monocitos (LCM: 5,3; LCL: 6,3%)
y eosindfilos (LCM: 8,2%; LCL: 5,2%). Todo esto sugiere la
participacién de los neutrofilos en la inmunopatogénesis en
la LCM. Adicionalmente, se demostré una mayor (P=0,03)
concentracion sérica de IL-8 en los pacientes con LCL (18,5pg/
mL) y LCM (18,2pg/mL) respecto a los individuos sanos,
sugiriendo que esta citocina promueve el reclutamiento de
neutrofilos al sitio de infeccion en los LCM, mientras que
en los LCL contribuyen junto con los linfocitos T CD4+ de la
subpoblacién Th1 y productores de IFN-y, en la activacion de
mecanismos leishmanicidas.

Palabras clave: leishmaniasis, células polimorfonucleares,
citocinas, secrecién nasal.

SUMMARY

In mucocutaneous (MCL) and cutaneous (LCL)
leishmaniasis, the inflammatory mediators (cytokines
and cells) have been associated with ulcers severity and
tissue damage observed in these patients, particularly in
MCL. Therefore, we decided to identify the predominant
cell groups in the nasal secretion of LCL and MCL patients,
and related pro-inflammatory and regulatory cytokines. It
was evaluated in LCL (n = 20), MCL patients (n = 14) and
20 healthy volunteers: a) Differential leukocyte count by
optical microscopy performed in: smear of a runny nose,
skin ulcers and peripheral blood dyed with Giemsa, b)
serum levels of IL-8, IL-4 and IL-10 using cytometric
bead array (CBA) assay and IFN-y, TNF-a and IL-17 by
ELISA. In MCL patients, neutrophils (80.7%) were the
most abundant cellular group in nose secretion, followed
by a small amount of eosinophils (0.6%) compared to the
LCL and controls, where no such cells were observed.
In contrast, in peripheral blood from ACL patients were
observed an abundant amount of neutrophils and
lymphocytes together with a significant frequency of
monocytes (MCL:5.3%, LCL: 6.3%) and eosinophils
(MCL:8.2%; LCL:5.2%). While the smear from skin ulcers
of LCL patients showed 45.3% of neutrophils and 43%
lymphocytes. All of these indicate that neutrophils might
play a role in the MCL immunopathogenesis. Moreover,
an increased serum levels of IL-8 (P=0.03) were found
in LCL (18.5p9/mL) and MCL (18.2p9/mL) patients,
suggesting that this cytokine promotes the recruitment
of neutrophils to the infection site in MCL; while in LCL
patients may contribute with CD4 + Th1 (IFN-y) cells in
the activation of leishmanicida mechanisms.

Key words: leishmaniasis, polymorphonuclear cells,
cytokines, nasal secretion.

! Instituto de Biomedicina “Jacinto Convit”. Universidad Central de Venezuela - Ministerio del Poder Popular para la Salud (UCV-MPPS).
San Nicolas a Providencia. Parroquia San José. Caracas 1010A, Venezuela.
2 Servicios de Dermatologia Sanitaria Regionales. Ministerio del Poder Popular para la Salud. Venezuela.

*Autor de correspondencia: mairacab@gmail.com



Células inflamatorias en secrecion nasal y citocinas séricas en leishmaniasis cutdnea

INTRODUCCION

La Leishmaniasis cutanea Americana (LCA)
es una enfermedad causada por la infeccién con
protozoarios del género Leishmania. Dependiendo de
la especie del parasito involucrado y de la respuesta
inmunologica de los individuos infectados (WHO,
2000; Murray et al., 2005), esta enfermedad se
puede manifestar en diferentes formas clinicas que
afectan la piel o las superficies mucosas, estas son:
leishmaniasis cutanea localizada (LCL), mucocutanea
(LCM) y leishmaniasis cutaneo difusa (LCD) (Convit
et al.,1993).

En la forma localizada y mucocutanea de la
leishmaniasis, se establece una respuesta inflamatoria
cuyos mediadores (células y citocinas) han sido
implicados en la resolucion y severidad de esta
enfermedad (Cabrera et al.,2003; Tapia et al., 2009;
Kaye & Scott, 2011).

En la primera linea de defensa contra esta
parasitosis estan involucrados los neutrofilos junto
con los macrofagos (Kolaczkowska & Kubes, 2013)
y el establecimiento de la infeccion, el desarrollo de
la enfermedad clinica o la resolucion de la misma
dependera de la capacidad activacion de esta célula
fagocitica, (Tapia et al.,2009). Por otra parte, la
fagocitosis de patogenos como Leishmania spp. por
parte de los neutrdfilos y los macrofagos, genera un
microambiente de citocinas y quimiocinas, tales como
la Interleucina(IL)-1, IL-6, Interferon(IFN)-y, Factor
de Necrosis Tumoral (TNF)-a y CXCL8 (IL-8) que
contribuyen con el reclutamiento y activacion de las
mismas asi como de otras células, como monocitos
y células dendriticas (DCs) (Scapini et al., 2000;
Bennouna et al.,2003; Nathan et al., 2006), ademas de
influir en la polarizacion de la respuesta dependiente
de los linfocitos T cooperadores (Th, por sus siglas en
inglés) (Bennouna ef al., 2003; Antonelli et al., 2005;
Nathan et al., 2006; MacFarlane ef al., 2008).

Un patron de respuesta de linfocitos CD4+
Th de tipo 1 (Thl) se ha descrito en modelos murinos
resistentes a Leishmania spp. (Scott et al,1988;
Heinzel et al., 1989) y en pacientes que presentan
LCL (Caceres-Dittmar et al., 1993; Castes et
al.,1996), produciéndose concentraciones adecuadas
de IFN-y, TNF-a e IL-2, que conlleva a la eliminacion
de los parasitos por parte de los macréfagos mediante
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la produccion de 6xido nitrico (Caceres-Dittmar et
al., 1993; Castes et al., 1996; De Trez et al.,2009).
Mientras que, los pacientes con LCM secretan
citocinas del patron Thl y Th2 (Caceres-Dittmar et
al., 1993), observandose una elevada produccion de
IFEN-y, TNF-0 y oOxido nitrico, en ausencia de una
adecuada regulacion por parte de IL-10 y TGF- y
baja carga parasitaria (Castes et al., 1996; Ribeiro de
Jesus et al.,1998; Cabrera et al., 2003; Diaz et al.,
2005). Recientemente, se ha descrito la presencia de
c€lulas IL-17+ en lesiones tisulares de estos pacientes
(LCM) (Boaventura et al., 2010). Todos estos
hallazgos sugieren que el dafio tisular que presentan
los pacientes con LCM en sus mucosas, es debido a
una exacerbada respuesta inflamatoria (Cabrera et al.,
2003; Faria et al., 2005; Kolaczkowska et al., 2013;
Oliveira et al., 2014). Por lo que nos propusimos
evaluar a través de métodos no invasivos los tipos
celulares predominantes, en la secrecion nasal de
los pacientes con las formas cutanea localizada y
mucocutanea de la leishmaniasis y relacionarlos con
citocinas séricas proinflamatorias y reguladoras con
el fin de evidenciar en el proceso inflamatorio que
se establece en esta secrecidn; lo cual seria de valor
diagnostico y pronostico.

MATERIALES Y METODOS
Poblacion de estudio

El estudio comprendié un total de 34
pacientes con LCA (LCL, n=20; LCM, n=14), con
rango de edades comprendidos entre 18 y 60 afios,
los cuales fueron evaluados en la Secciéon clinica
de leishmaniasis del Instituto de Biomedicina “Dr.
Jacinto Convit” y en los diferentes Servicios de
Dermatologia Sanitaria Regionales de Venezuela.
Los pacientes fueron diagnosticados siguiendo los
criterios clinicos, epidemioldgicos e histopatologicos
establecidos por Convit (1974). Ninguno de los
pacientes se encontraba bajo algtn tipo de tratamiento
al momento de realizar el estudio.

Como controles se incluyeron un total de 20
individuos voluntarios sanos, con un rango de edades
comprendidos entre 18 y 60 afios. Todos provenientes
de diferentes zonas endémicas de Venezuela y fueron
negativos a la prueba cutanea de hipersensibilidad
retardada (Prueba de Montenegro o Leishmanina).
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Determinacion de los grupos celulares presentes en
sangre periférica, secrecion nasal y lesion

Se tomaron muestras de 5 mL de sangre
periférica por venopuncion a cada uno de los pacientes
y controles, posteriormente se extendidé una gota de
esta muestra sobre una lamina portaobjeto. Para el
conteo celular en la secrecion nasal se introdujo un
hisopo impregnado con solucién salina en las fosas
nasales de los pacientes con LCL, LCM y voluntarios
sanos y se realizd un frotis sobre una lamina porta
objeto. A los pacientes con LCL se les realizé también
un frotis por aposicion de la lesion en piel sobre una
lamina porta objeto. Todas las muestras se dejaron
secar a temperatura ambiente y se fijaron con metanol.
Posteriormente, mediante una tincion de Giemsa, se
cuantificé el porcentaje de neutrofilos, linfocitos,
monocitos y eosindfilos presentes en cada muestra,
por contaje directo empleando un microscopio dptico
(Olympus CH30) a 400X.

Determinacion de citocinas

Las concentraciones de IL-4, IL-8 ¢ IL-10
en el suero de los pacientes e individuos sanos fueron
determinadas por citometria de flujo (FACSCanto
(BD Biosciences), mediante un kit comercial (“CBA:
Cytometric bead array” BD Bioscience, USA),
siguiendo el procedimiento del fabricante con una
curva patron para cada citocina (0 a 5000 pg/mL).
Los datos obtenidos se analizaron con el software
BD™ Cytometric Bead Array (CBA) para obtener la
concentraciones en pg/mL.

Las concentraciones de TNF-a, IFN-y e
IL-17 se determinaron mediante ELISA de captura
comerciales siguiendo las instrucciones del fabricante
(R&D Systems, MN, USA). Las concentraciones de
cada citocina se obtuvieron a partir de una curva
patrén construida con recombinante de cada citocina
suministradas por los kits (Human TNF-a DuoSet®,
sensibilidad: 15,6 - 1000 pg/mL; Human IFN-y
DuoSet®, sensibilidad: 15,6 - 1000 pg/mL; Human
IL-17A/F Heterodimer, sensibilidad: 156 - 10000
pg/mL, (R&D Systems, MN, USA). Los resultados
fueron expresados en pg/mL.

Analisis estadistico

Las diferencias entre los grupos de pacientes
para cada parametro evaluado fueron establecidas
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mediante el test de Mann-Whitney U debido a que
los datos no tenian una distribucién normal. Las
comparaciones fueron consideradas significativas
cuando P< 0,05. Para los analisis se usé el programa
Prism 5 para Windows, version 5.01 (GraphPad
Software, Inc. 2007).

Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité de
Bioética del Instituto de Biomedicina, Ministerio
del Popular para la Salud y Universidad Central
de Venezuela. Los individuos incluidos en el
estudio, fueron debidamente informados e invitados
a participar en el mismo. Ellos firmaron un
consentimiento informado.

RESULTADOS
Frotis de la secrecion nasal y sangre periférica

En los frotis de la secrecion nasal de los
pacientes con lesiones mucocutaneas se observaron
un 80,7 % de neutréfilos y muy escasos eosinéfilos
(0,6 % = 1,4), mientras que las células mononucleares
(linfocitos y monocitos) estuvieron ausentes. En
contraste, no se observo ningun grupo celular en la
secrecion nasal de los individuos sanos y los pacientes
con LCL (Tabla I).

En las lesiones de los pacientes con LCL,
predominaron los neutrofilos (45,3% + 12,0) seguido
por los linfocitos (43,0% =+ 12,2), mientras que los
monocitos (9,3% =+ 5,3) y los eosindfilos (2,5% + 1,5)
fueron los grupos minoritarios.

En sangre periférica (Tabla II) los neutréfilos
y los linfocitos constituyeron los grupos celulares
predominantes en los pacientes LCL, LCM e individuos

Tabla I. Porcentaje de grupos celulares presentes
en muestras de secrecion nasal de pacientes con
LCA.

Neutrofilos
(% = desviacion Eosindfilos (%)
estandar)
Controles 0,0 0,0
LCL 0,0 0,0
LCM 80,7 + 40,1 06+1,4

No se observaron linfocitos ni monocitos
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Tabla Il. Porcentaje de grupos celulares en sangre periférica de pacientes con LCA.

Neutrdfilos
(% + desviacion Linfocitos (%) Monocitos (%) Eosinofilos (%)
estandar)
Controles 55,4 +9,6 37,3+7,3 3,5+1,6* 3,8+ 5,4*
LCL 53,7+ 10,1 34,777 6,3+3,5 52+43
LCM 535+ 8,3 33,1+8,2 53+2,0 8,2+ 5,0

*P<0,001 Controles vs. LCL & LCM
**P=0,015 Controles vs LCL
##%P=(,037 LCM vs LCL & Controles

sanos, sin mostrar diferencias significativas entre
ellos. Adicionalmente, se evidencié una mayor
(P<0,05) proporcion de monocitos en la sangre
periférica de los pacientes LCL (6,3% =+ 3,5) y
LCM (5,3% = 2,0) comparado con los individuos
sanos (3,5% =+ 1,6); mas atn, el mayor porcentaje
(P<0,05) de eosindfilos fue evidenciado en los
pacientes con LCM (8,2 % =+ 5,0) aunque en los
pacientes con LCL, evidenciamos un incremento
(5,2% + 4,3) en estas células (P<0,015) respecto a
los controles (3,8% = 5,4).

Citocinas séricas

Las concentraciones de  citocinas
proinflamatorias (IL-8, TNF-a), citocinas del
patron Thl (IFN-y), Th2 (IL-4), Th17 (IL-17) y
reguladoras (IL-10) en los sueros de los pacientes
evaluados se presentan en la Fig. 1, evidenciamos
mayor concentracion de IL-8 en los pacientes LCL
(18,5 +38,7 pg/mL) y LCM (18,2 + 12,3 pg/mL) en
comparacion con los controles (10,1 = 3,9 pg/mL,
P<0,05). Asimismo se observé un leve aumento de
TNF-a en los pacientes LCM (64,4 + 67,0 pg/mL),
mientras que en los pacientes LCL (68,2 + 15,8 pg/
mL) los valores de IFN-y fueron significativamente
mayores en comparacion con los evidenciados
en LCM (45,6 £ 7,2 pg/mL) e individuos sanos
(48,4 = 9,5 pg/mL). No encontramos diferencias
significativas entre los grupos de pacientes y
controles cuando comparamos las concentraciones
de IL-4 e IL-10, sin embargo, se aprecia que
los valores de IL-4 tienden a ser menores en los
pacientes mucocutaneos (7,5 = 2,0 pg/mL). Por
otro lado, observamos un leve aumento de IL-
17 en los individuos con LCL (272,4 = 90,6 pg/
mL) respecto a lo detectado en los pacientes LCM
(223,7 £ 47,7 pg/mL) e individuos sanos (181,9 =
50,6 pg/mL).
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DISCUSION

Diversas investigaciones han indicado que el
daiio tisular que se observa en los pacientes con LCA,
particularmente en los LCM, se debe a la respuesta
inflamatoria que se suscita en las lesiones, las cuales
en la mayoria de los casos (90%) se presentan en la
mucosa nasal (Castes ef al., 1996; Bacellar et al.,
2002; Cabrera et al., 2003; Miranda et al., 2007). En
el presente trabajo pudimos evidenciar en muestras
de secrecion nasal de pacientes con LCM la respuesta
inflamatoria que se establece en las lesiones, aspecto
muy importante ya que esto podria permitir la
deteccion temprana de este proceso y prevenir dafios
irreversibles en el tabique nasal y zonas adyacentes.

Esta respuesta evidenciada en los pacientes
con LCM estuvo constituida principalmente por un
alto porcentaje de neutrdfilos seguido de un numero
de eosinodfilos bajo, comparado con los LCL y
controles, en los que no se observd ningin grupo
celular en su fluido nasal. Lo cual pudiese indicar
una migracion de neutrofilos desde el torrente
sanguineo hacia las mucosas, en las cuales estas
células podrian desempefiar un papel importante en la
inmunopatogénesis de esta forma de la enfermedad.
Los neutrofilos ademas de su capacidad para fagocitar
y destruir a los microorganismos incluyendo a
Leishmania spp., son fundamentales en el inicio del
proceso inflamatorio, se ha descrito que ejecutan
importantes  funciones inmunoreguladoras en
diferentes infecciones (Scapini et al., 2000; Tacchini-
Cottier et al., 2000). Por lo cual, una inapropiada
0 excesiva activaciéon de este grupo celular puede
generar como resultado dafio tisular (Kalaczkowska
etal., 2013).

Por otra parte, se conoce que los monocitos
juegan un papel muy importante en el proceso de
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Fig. 1. Concentraciones séricas de citocinas de pacientes con LCAy controles sanos. (a) y (b) Citocinas
proinflamatorias: IL-8 y TNF-a. (c) Citocina Th1: IFN-y. (d) Citocina Th2: IL-4. (e) Citocina Th17: IL-17. (f)
Citocina reguladora: IL-10.
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activacion, diferenciacion y supervivencia de los las primeras sefiales de activacion a los linfocitos
linfocitos T y B. Esto se debe a que los mismos son T (Geissmann, 2007; Maroof et al., 2009; Jain et
los precursores inmediatos de los macrofagos y las  al., 2011; Kaye & Scott, 2011). En este estudio se
células dendriticas inflamatorias, ambas células evidenciounaumento en el porcentaje de monocitos en
presentadoras de antigenos profesionales, que en la sangre periférica en los paciente con ambas formas
conjunto con la expresion de moléculas HLA-DR/  de leishmaniasis evaluadas, también se observo un
péptidos y moléculas co-estimuladoras proporcionan  mayor porcentaje de monocitos y linfocitos en las
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lesiones de los pacientes LCL comparados con los
encontrados en sangre periférica, evidenciandose el
proceso inflamatorio que se produce en la lesion.

Los eosinofilos han sido asociados con la
respuesta inmune frente a infecciones con helmintos
(Blanchard & Rothenberg, 2009). Por el contario,
éstos no han sido involucrados en la respuesta inmune
en infecciones con protozoarios. Sin embargo,
existen evidencias experimentales que involucran a
estas células durante la infeccion con Leishmania. En
ese sentido, se ha observado la quimiotaxis in vitro
de cosindfilos hacia promastigotes de L. amazonensis
(de Oliveira et al., 2010). Otros estudios in vivo han
mostrado el reclutamiento de estas células hacia los
sitios de infeccion con L. amazonensis y L. major
(Saito et al.,1996). También, se ha evidenciado que
los eosinofilos tienen actividad microbicida contra
L. mexicana y L. donovani, mediante la ingestion y
digestion de los mismos en el interior de la vacuola
fagocitica. Por otra parte, se ha descrito que la fijacion
de los parasitos a la superficie de los ecosinoéfilos
induce la liberacion de sus granulos a la superficie
de la Leishmania y causando su destruccion.
(Pearson et al.,1987; Pimenta et al., 1987). Mas
aun, en pacientes infectados con L. braziliensis se
ha observado una alta proporcion de neutréfilos y
eosinofilos en el infiltrado celular de linfoadenopatias
en fase temprana, comparado con los pacientes que
presentan ulceras en piel y en la fase tardia de las
linfoadenopatias (Bomfim et al., 2007). En nuestro
estudio, encontramos en los pacientes con LCM un
mayor porcentaje de eosinofilos en sangre periférica
comparado con lo observado en los pacientes LCL
y controles. En contraste, estas células estaban
presentes muy escasamente en la secrecion nasal de
los pacientes LCM vy en las lesiones cutaneas de los
LCL, lo que nos hace suponer que estas células quizas
no estan participando en el proceso inmunopatologico
presente en las lesiones de estos individuos. Queda
para futuros estudios evaluar la participacion de estas
células en la infeccion por Leishmania spp.

Por otra parte, la IL-8, quimiocina producida
por una variedad de células, incluyendo las células
epiteliales nasales, fibroblastos nasales, queratinocitos
entre otras (Jacobi et al., 1998; Charmoy et al.,
2010) es importante en el reclutamiento de los
neutrdfilos (Van Zandbergen ef al., 2002), no asi para
los eosinofilos en las vias respiratorias superiores
(Bochenska-Marciniak et al., 2003). Mas aun, se
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ha demostrado que es producida por monocitos
humanos infectados con Leishmania major y tiene
actividad quimiotactica para neutr6filos y monocitos
(Badolato et al., 1996).

En  este trabajo se  detectaron
concentraciones significativas de IL-8 en el
suero de los pacientes con leishmaniasis, lo que
podria explicar la presencia de neutrofilos en la
mucosa de los sujetos con LCM y en la lesion de
los pacientes LCL. Esta quimiocina, podria estar
actuando en conjunto con citocinas como IL-17 y
TNF-a, las cuales también han sido asociadas con
la quimiotaxis de los neutréfilos (Charmoy et al.,
2010), aunque nuestro estudio no reflejo diferencias
significativas en las concentraciones de estas dos
ultimas citocinas, se observo un leve aumento de
ambas en los sueros de los pacientes con lesiones
cutaneas o mucocutaneas.

Por otro lado, con relacion a la IL-4 e IL-
10, tampoco se observaron cambios significativos
en las concentraciones séricas de ambas citocinas,
las cuales promueven el desarrollo de un patron de
respuesta inmunitaria de tipo Th2 (Garside et al.,
1995; Oliveira et al., 2014), que actuan como factor
de crecimiento/diferenciacion de los linfocitos B,
eosindfilos e inhiben las funciones de los macréfagos
(Mossmann & Coffman, 1989).

Multiples estudios han demostrado que
una respuesta de tipo Thl, con una alta produccion
de citocinas proinflamatorias como TNF-0, una
deficiente regulacion de IFN-y y una alteracion en
la produccion de la IL-10 o su receptor (rIL-10)
generan una respuesta inflamatoria exacerbada que es
responsable de la progresion y cronicidad de la lesion
en mucosa (Bacellar ef al., 2002; Faria et al., 2005),
otros estudios también han demostrado que pacientes
mucocutaneos producen mas TNF-o y menos 1L-10
en comparacion con los LCL (Castes et al., 1993;
Tacchini-Cottier et al., 2000), indicando que el
problema de la regulacion de TNF-a y otras citocinas
proinflamatorias es debido a la baja expresion de
receptores para IL-10 en la células de las lesiones
de la mucosa (Faria et al., 2005), ademas, como ya
hemos sefialado, nuestros resultados sugieren que
el dafio tisular presente en los pacientes con LCM
pudiese estar promovido en parte por la permanente
presencia de los neutrofilos atraidos hacia la mucosa
por la alta concentracion de IL-8.
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Adicionalmente, evidenciamos un
incremento en la concentracién de IFN-y en los
pacientes LCL, junto con un leve aumento de IL-
17. Otros autores afirman que la accién conjunta
de las citocinas IFN-y y TNF-o estd asociada
con el proceso de inflamacion que se desarrolla
en las lesiones (Castes et al., 1996; Bacellar et
al., 2002), mientras que la IL 17 también se ha
implicado en la defensa contra varios agentes
intracelulares (Weaver et al., 2007; Korn et
al., 2009), ya que contribuye en la produccion
de diversos mediadores inflamatorios como IL-
1, IL-6, TNF-a (Korn et al., 2009) junto con el
reclutamiento de los neutréfilos por parte de la
IL-8, probablemente hacia las lesiones cutdneas,
contribuyendo junto con los linfocitos T CD4+
del patron Thl, en la activaciéon de mecanismos
leishmanicidas dando como resultado la
resolucion de la lesion.

El estudio de factores asociados a esta
respuesta en la mucosa nasal, a través de métodos
no invasivos, como el estudio con muestras
de fluidos y secrecion nasal puede aportar
importante informacion de los mecanismos
inmunopatoldgicos asociados, al igual que
estudios realizados con biopsias y/o citologias,
que pudiese tener valor diagndstico y pronostico.
En conclusion, los pacientes con LCM mostraron
la presencia de células inflamatorias (neutrofilos
y eosinoéfilos) en su secrecidon nasal a diferencia
de los pacientes con LCL e individuos sanos en
lo que no se evidencié ningun grupo celular, que
en conjunto con una alta producciéon de IL-8,
TNF-a e IL-17 sérico, pudiesen estar influyendo
en la inmunopatogénesis de esta enfermedad.
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RESUMEN

Se aislaron fracciones del veneno de Bothrops
venezuelensis que demuestran ser un espectro abundante de
proteinas con actividades variadas (coagulante, hemorragica,
fibrinolitica, proteolitica y de funcién plaquetaria), para el
andlisis de sus propiedades fisico-quimicas y bioldgicas,
el veneno fue fraccionado por cromatografia de exclusion
molecular, corrido en una electroforesis en gel y realizada
una bateria de ensayos biolégicos. La DL, del veneno
de B. venezuelensis fue 6,39 mg/kg de peso corporal, fue
determinada inyectando intraperitonealmente en ratones,
diluciones seriadas de veneno de B. venezuelensis. Se
colectaron doce fracciones a partir del veneno de B.
venezuelensis mediante cromatografia de exclusion molecular.
Las fracciones 1-5 y 7-9 tenian actividad hemorragica. Todas
las fracciones, con la excepcion de las fracciones 3y 6, tenian
actividad fibrinolitica. Ninguna de las fracciones tuvo actividad
de gelatinasa significativa, y sélo fracciones 4-6 demostraron
actividad en polvo azul de ocultamiento. Con la excepcion
de las fracciones 1y 4 , todas hidrolizaron la cadena f de la
insulina. Cada fraccion del veneno, asi como el veneno crudo
mostraron actividad procoagulante, cuando se probé en un
analizador Sonoclot. Las fracciones 1, 3, 5y 9 inhibieron la
funcioén plaquetaria. En este estudio se sefialan actividades
biolégicas de un veneno poco estudiado (B. venezuelensis)
y sus fracciones. Al detectar actividades hemorragicas,
fibrinoliticas, procoagulantes, proteoliticas y de inhibicién de
la funcion plaquetaria. Este estudio preliminar abre el camino
para la identificacion de moléculas especificas que podrian
tener potencial terapéutico en hemostasia y cancer, que
vienen siendo estudiados en nuestro grupo.

Palabras clave: Bothrops venezuelensis, hemostasia,
hemorragia, fibrindlisis, funcién plaquetaria, veneno.

SUMMARY

Venom fractions isolated from Bothrops
venezuelensis were shown to contain a broad spectrum
of proteins with varied activities. This study describes
venom fractions with coagulant, haemorrhagic, fibrinolytic,
proteolytic and antiplatelet activities, and analyses their
physico-chemical properties and biological activities via
molecular exclusion chromatography, gel electrophoresis
and a bioassay battery. The LD50, determined by injecting
intraperitoneally serial dilutions of B. venezuelensis
venom into mice, was 6.39 mg/kg body weight. Twelve
fractions were collected from B. venezuelensis venom
using molecular exclusion chromatography. Of these,
fractions 1-5 and 7-9 showed haemorrhagic activity, and
all fractions except 3 and 6 showed fibrinolytic activity.
However, none of the fractions had significant gelatinase
activity, and only fractions 4-6 demonstrated activity on
hide powder azure. With the exception of fractions 1 and
4, all fractions hydrolysed the insulin B-chain. In addition,
all fractions as well as the crude venom showed strong
procoagulant activity when tested using a Sonoclot
Analyzer. Fractions 1, 3, 5 and 9 inhibited platelet
function. In this study we have described the activities of
the crude venom and its size-fractions from the scarcely
studied B. venezuelensis. Haemorrhagic, fibrinolytic,
procoagulant and proteolytic activities, and the inhibition
of platelet function were detected. This preliminary study
paves the way for the identification of specific molecules
in B. venezuelensis venom that could have therapeutic
potential for cancer and aberrant haemostasis treatment.

Key words: Bothrops venezuelensis, haemostasis,
haemorrhages, fibrinolysis, platelet function, venom.
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INTRODUCTION

Bothrops snake venoms are complex mixtures
rich in proteins that include metalloproteinases,
phospholipids A2, serine proteases and other
proteases that act through different mechanisms. In
bothropic envenomations, proteinases may interfere
with the coagulation and fibrino(geno)lytic systems
of victims, inducing systemic alterations of important
relevance in the clinical picture (Assakura et al.,
2003, Bello et al., 2006 , Salazar et al., 2007, Giron et
al., 2013).

In Venezuela, Bothrops snakes cause
80% of human ophitoxemias with an important
number of accidents among equine, goats and cattle
resulting in severe economical loses (Rengifo and
Rodriguez-Acosta, 2004). Bothropic accidents are
multiple and severe, characterised by immediate
local effects and different systemic manifestations
where haemostasis disorders are predominant. These
include coagulopathy through consumption as a result
of thrombin-like molecules as well as activators of
prothrombin and/or factor X. Another important
feature in these patients is the activation of the
fibrinolytic system with depletion of a2-antiplasmin
and increase of products of degradation of fibrinogen
and/or D-dimers. The main components responsible
for these activities are metalloproteinases (Markland
1998).

There are two principal species of Bothrops
snakes in the Venezuelan Central Coastal range. One
is the well-studied Mapanare (an Amerindian name)
(Bothrops colombiensis), and the other is the "tigra
mariposa" (named due to their aggressive nature
and butterfly like pattern on their scales) (Bothrops
venezuelensis) (Rengifo and Rodriguez-Acosta 2004).
However, the toxicity of B. venezuelensis snake
venom is well-known, amid people living in their
endemic area, by the severity of accidents and fatal
bites among humans and cattle, but a comprehensive
study of this snake and its venom has not been carried
out. In the current work, toxic fractions from B.
venezuelensis were identified and suggested to be an
ample spectrum of proteins with diverse activities.
This paper focuses on describing venom fractions with
procoagulant, haemorrhagic, fibrinolytic, proteolytic
and platelet function activities as well as analysing
its physicochemical properties and biological
activities. These analyses will provide a wealth of
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new information on these venom molecules to be
characterised in the near future for the advancement
of likely and supplementary efficient treatments as
well as the enhancement of immunogens to produce
better antivenoms.

MATERIALS AND METHODS
Venoms and snakes

Venoms were obtained from pools of fifteen
B. venezuelensis snakes captured in the Venezuelan
Central Coastal range at the Henri Pittier and Waraira
Repano National Parks (Aragua state and Capital
District, respectively). The snakes were kept in
captivity in the Serpentarium of the Tropical Medicine
Institute of the Universidad Central de Venezuela.
Venoms were centrifuged to remove impurities,
filtered and frozen at -70°C until use.

Experimental animals
Rabbits

To test skin haemorrhagic activity New
Zealand rabbits (Oryctolagus cuniculus) were used.
Two kilogram weight rabbits were obtained from
the Vivarium of Tropical Medicine Institute of the
Universidad Central de Venezuela, Caracas and the
National Natural Toxins Research Center of the Texas
A & M University-Kingsville, Kingsville, Texas,
USA.

Mice

Female mice (INH strain) weighing 18-20 g
were purchased from the Instituto Nacional de Higiene
“Rafael Rangel”, Caracas, Venezuela. The colony of
mice was kept in boxes in a room maintained at 23°C
on a 12/12-hr light/dark cycle.

Ethical statement

Professional staffs arranged all the
experimental events concerning the use of live
animals. Pertinent regulations as well as institutional
guidelines, according to protocols approved by the
National Natural Toxins Research Center, Texas
A&M University-Kingsville, Texas, USA and the
Institute of Anatomy of the Universidad Central de
Venezuela following the norms obtained from the
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guidelines for the care and use of laboratory animals,
published by the US National Institute of Health
(NIH 1985).

Lethality assay

Five groups of eight mice for each venom
were housed in cages and observed throughout the
quarantine period and experiments. All venoms were
pooled from the same species covering the same
county. Venoms were dissolved in 0.85% saline at
the highest concentration of venom that was used for
injection. Two-fold serial dilutions using saline were
made to obtain four additional concentrations. All
solutions during the experiment were stored at 4°C
and warmed to 37°C just before being injected into
mice. The lethal toxicity was determined by injecting
0.2 mL of venom into the tail veins of 18-20 g female
BALB/c mice. The injections were administered using
a 1 mL syringe fitted with a 30-gauge, 0.5-in. needle.
The saline control was used. The endpoint of lethality
of the mice was determined after 48 h. The LD, was
calculated by the Spearman-Karber (1978) method.

Molecular exclusion chromatography from B.
venezuelensis venom

Four hundred micrograms of B.
venezuelensis venom was separated by a 1-20 kDa
molecular exclusion Waters™ ProteinPak60 (7.8 x
300 mm) column equilibrated with 0.02M sodium
phosphate, pH 6.5 at a flow rate of 0.5 mL/min. The
detection of proteins was spectrophotometrically
carried out at 280 nm. A Waters™ High Performance
Liquid Chromatography System (510 Pumps and a
Tunable detector) was used.

Electrophoretic titration curves (ET)

To determine the isoelectric points (pls) for
the proteins found in the venom of  B. venezuelensis,
electrophoretic titration curves were employed.
Samples were lyophilised and reconstituted in
deionised water at 3 mg/mL. A pH gradient of 3-9 was
established using IEF 3-9 PhastGels (GE Healthcare
Life Sciences, Piscataway, NJ, USA).

The gels were then rotated 90° and 3
puL samples were applied in the centre of the gel.
The proteins were separated and silver stained as
recommended the PhastSystem™ manuals.
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Sodium  dodecyl sulphate polyacrylamide gel

electrophoresis

Atotal of 15 pg of crude venom was run on a
10-20% Tricine Gel (Invitrogen) under non-reducing
conditions at 150 V for 90 min. Lane 1: SeeBlue
Plus2 Markers (Invitrogen); lane 2: crude venom. The
gel was stained with RapidStain (Invitrogen) for 1 hr
and distained in 18 mega ohm water overnight.

Dialysis and protein concentration

Bothrops venezuelensis venom and fractions
obtained by chromatography were desalted using a
Pharmacia G25 HiTrap column (5,000 Da molecular
weight cutting), and concentrated by freeze-drying (6
Freezone Labconco, Kansas, MO, USA) at - 40°C.

Haemorrhagic analysis

To determine the haemorrhagic activities
of B. venezuelensis crude venom and fractions, the
modified Omori-Satoh et al. (1972) method was used.
One hundred microlitres of crude venom or individual
fractions were intracutaneously injected into the back
of a New Zealand rabbit. After 15 h, the animal was
sacrificed and depilated. Haemorrhagic activity was
determined by the presence of haemorrhagic spots on
the rabbit’s skin. Specific haemorrhagic activity was
established by dividing the size of the haemorrhagic
point (mm) by the quantity of injected protein (ug).
Haemorrhagic activity was compared with minimum
haemorrhagic dose (MHD: 2.5 ug) of Crotalus atrox
crude venom, which is defined as the amount of
venom that causes a 10-mm hemorrhagic spot. Saline
solution was used as negative control.

Fibrinolytic analysis

To determine the fibrinolytic activity of B.
venezuelensis venom fractions, the modified Bajwa
et al. (1980) method was used. Three hundred
microlitres of fibrinogen and 12 pL thrombin
solutions were put in each well of a 24 well plate
and softly agitated. The plate was kept at room
temperature until content solidified and incubated at
37°C for 3 h. Twenty microlitres of each fraction were
added to each well and incubated at 37°C for another
15 h. After incubation, 700 puL of 10% trichloroacetic
acid was placed in each well to stop the reaction. The
wells were emptied after 10 min and results observed.
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Specific fibrinolytic activity was calculated by
dividing the cleared fibrin area (mm2) by the amount
of protein (ng) in each well.

Proteolytic analysis using hide powder azure

A modified hide powder azure method
by Rinderknecht ef al. (1968) was used to test the
proteolytic activity of the venom. Eight milligrams
of hide powder azure was diluted in 2 mL of 0.02 M
Tris-HCI, pH 8.0, and 100 uL of venom fraction was
added. Each sample was incubated at 37°C for 1 h
and agitated at intervals of 5 min. After incubation,
each sample was centrifuged at 420 x g for 5 min.
The supernatant was transferred to a vial and was
measured at an absorbance of 595 nm. 0.02 M Tris-
HCI was used as a negative control and C. atrox
venom (1 mg/mL) was used as positive control. The
absorbance units for each fraction were subtracted
from the absorbance unit of the negative control.
The specific activity was calculated by dividing the
absorbance by the amount of used protein (mg).

Determination of the proteolytic activity of Bothrops
venezuelensis venom fractions on B-chain of insulin
using a capillary electrophoresis (CE)

To identify the proteolytic activity from
each Bothrops venezuelensis venom fraction a P/ACE
5500 (Beckman, USA) capillary electrophoresis was
used. Ten microlitres of the venom fractions (0.06
mg/mL) were incubated at room temperature for 1 h
with 10 pL of B-chain of insulin (0.5 mg/mL) and 10
puL of 0. 1 M sodium borate, pH 8.3.Then the mixture
was separated during 10 min at 20 kV, using 0.1 M
sodium borate, pH 8.3, in a 75 pm L.D x 50 cm (800
x 100 aperture) capillary tube. The proteins were
detected at 214 nm.

Gelatinase activity

A modified X-ray film method (Huang &
Pérez, 1980) was employed to assay the gelatinase
activity of B. venezuelensis crude venom and
fractions. An X-ray film containing a gelatine coating
(Kodak X-OMAT) was washed with distilled water
and incubated at 37°C for 45 min. After incubation,
the film was completely dried and 20 uL of sequential
diluted crude venom or fractions (starting at 50 pg
protein) were placed on the film. The film was
incubated for 2 h at 37°C in a humid incubator. After
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incubation, the film was washed with distilled water
and observed for cleared areas indicating hydrolysis.
Serial dilutions were performed to determine the
minimum amount of venom required to cause a clear
spot on the film. The titre was defined as the reciprocal
of the highest dilution that caused a clear spot on the
film. The specific gelatinase activity was calculated
by dividing the titre by the amount of protein (ng)
applied on the film.

Blood sample collection

Blood was collected using a gravity flowing
system, which generated no trauma to platelets.
Eighteen millilitres of human blood (obtained with
proper donor consent) were collected in a 50 mL test
tube containing 1.8 mL of 1% sodium citrate. After
blood collection, the tube was lightly inverted twice
to ensure the total blood citration. The blood was
aliquoted in 2 mL samples prior to its use.

Plasma collection

Fresh human plasma was obtained from our
laboratory blood samples donors, without alterations
in haemostasis, which was anticoagulated with 3.8%
sodium citrate in 1:9 ratio. Plasma was obtained by
centrifugation at 2000 g for 15 minutes at 4°C.

Procoagulant activity

To test the B. venezuelensis crude venom
coagulant activity, bovine fibrinogen or fresh frozen
plasma was used as substrate to evaluate thrombin-
like or procoagulant activity (Austen & Rhymes,
1975). Briefly, 100 pL of citrated plasma or 0.3%
fibrinogen solution was used in 0.05 M Tris -HCI pH
7.4 buffer (coagulation) by incubating for 3 min at
37°C, then adding 100 uL of coagulation buffer and
100 pL of thrombin solution (0.5 to 15 IU/mL) or
100 pL of crude venom or fraction (100 pg /mL); the
mixture was hand agitated at 37°C and the coagulation
time was recorded. Thrombin solution adjusted to 2.5
IU/mL prepared with coagulation buffer in which the
clotting time is recorded between 18 and 22s is used
as a control.

The thrombin-like activity present in
the crude venom was reported in IU/mL when
extrapolating results in a calibration curve generated
with a thrombin control.
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Coagulant and platelet function activity of venom and
venom fractions via Sonoclot Analysis

Activation time, rate of coagulation and
platelet function were analysed using a glass bead
activated kit (gbAC, Sienco®, USA) on a Sonoclot®
and a Platelet Function Analyser (Sienco®, Inc.
Wheat Ridge, CO, U.S.A). A total of 300 puL of 37°C
human citrated blood was added to a glass bead
activated cuvette containing 13 pL of 0.25 M CaCl2
and 13 pL of venom (Img/mL) or venom fraction
(varying concentrations as collected from molecular
exclusion). The data was evaluated using a "Signature
Viewer™" provided by Sienco® on an IMac computer.

RESULTS
Lethality assay

The LD, calculated from the B.

venezuelensis snake venom was 6.39 mg/kg.

Molecular exclusion chromatography from B.
venezuelensis venom

Twelve fractions were collected from B.
venezuelensis venom (Fig. 1). Table 1 shows all
fractions with their corresponding activities.

Electrophoretic titration curves (ET)

A banding pattern (Fig. 2a) gave us broad
information on variations in the surface charge and pl
of the venom proteins at different pHs. The titration
curved showed that B. venezuelensis venom was a
mixture of complex molecules many of which were
acidic proteins. Although the ET is used primarily to
determine the optimal conditions for the separation
of molecules by ion exchange chromatography, it can
also be used to indicate purity and venom complexity.
Sodium  dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis

A total of 11 bands were observed ranging
between 70 and 7 kDa (Fig. 2b).

Haemorrhagic analysis

Haemorrhagic activity was only detected in
venom fractions 1-5, and 7-9. Fractions, 5, and 7-9 had
the highest haemorrhagic specific activities (Table I).

Fibrinolytic activity in fibrin plates

Fibrinolytic  activity of crude B.
venezuelensis venom on fibrin plates was 11.0

Table I. Activity of the venom fractions of B. venezuelensis.

Fractions 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12
0.23 0.22 0.22 0.06 0.67 0.42 0.50 0.83

Haemorrhagic + + + + + 0 + + + 0 0 0
0.3 0.5 04 0.2 0.3 04 0.3 0.4
6.5 14.4 39 44 60 97.5 175 225 225 121

Fibrinolytic + + 0 + + 0 + + + + + +
0.3 0.2 0.5 2 3 5 10 5 7 4

Gelatinase - - - - - - - -
0.14 0.41 0.35 0.88 6.55 1.6 1.2 2.55 10.0 2.76

Azure powder analysis + + + + + * + 0 + + + 0
0.02 0.09 0.04 0.10 0.9 1 0.6 0.5 2 04

B-chain of Insulin Activity - + + + + + + + + + +

Acivated ClotTime (172) g0 5 <60 <60 <60 <60 <60 <60 <60 <60 <60 <60

128-213

Clot Rate (20) 15-26 ° na © © 0 o o0 © © 9.6 © ©

Platelet function (4) 3-5 0 na 1 4 1 3 4 4 2 3 4 3

Haemorrhagic specific activity is reported as mm/mg.
Fibrinolytic specific activity is reported as mm?/pg.

Hide powder azure specific activity is reported as AU/mg.
-No activity

oo: Clot rate undefined due to rapid increase of clot signal.
na: not available.

The numbers in parentheses and the numbers that follow are averages and ranges, respectively, for normal human blood.
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Fig. 1. Molecular exclusion chromatography of B. venezuelensis venom.
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Atotal of 150 pL (42 mg/mL) was injected into a Waters™ ProteinPak60 column controlled by Waters™ 1525 Binary HPLC pumps. The proteins were
detected at 280 nm using a 2487 dual detector. A total of 12 fractions were collected and tested for various activities.

Fig. 2. Gel Electrophoresis of Bothrops venezuelensis of crude venom.
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(2a) Electrophoretic titration (ET) curve of Bothrops venezuelensis crude venom. Electrophoretic titration curves were automatically carried out in the
horizontal system: PhastSystem®. A preliminary prefocusing of gels was performed, which allowed the generation of a 3 to 9 pH gradient between the anode
and cathode, respectively. The gel was then rotated 90° and a 3 pL venom sample (2 mg/mL concentration) was loaded at the origin. The gel was ran and
developed by silver stain according to the Pharmacia PhastSystem owner’s manual. (2b) Electrophoretic profile of B. venezuelensis venom. A total of 15 pg of
crude venom was run on a 10-20% Tricine Gel (Invitrogen) under non-reducing conditions at 150 V for 90 min. Lane 1: SeeBlue Plus2 Markers (Invitrogen);
lane 2: crude venom. The gel was stained with RapidStain (Invitrogen) for 1 hr and distained overnight in 18 mega ohm water.
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(mm?*pg). Fibrinolytic activity was eluted in venom
fractions 1, 2,4, 5, 7-12 (Table I). The highest specific
fibrinolytic activity was observed in fractions 8-12.

Gelatinase activity

The crude venom along with the
chromatographic fractions was void of gelatinase
activity (Table I).

Proteolytic analysis using hide powder azure

Crude B. venezuelensis venom had hide
powder azure activity of 5.98 UA/mg proteins. All
fractions, with the exception of 8 and 12, contained
activity; however, fractions 5, 6 and 10 had the
highest specific activity (Table I).

Determination of the proteolytic activity of B.
venezuelensis venom fractions using a capillary
electrophoresis (CE)

With the exception of fractions 1 and 4, all
B. venezuelensis venom fractions had proteolytic
activity by cleaving oxidized B-chain of insulin
(Table I).

Procoagulant activity

The procoagulant activity was evaluated on
citrated human plasma or purified human fibrinogen.
B. venezuelensis activity on plasma was 58.0 IU
Thr/ug. When using purified human fibrinogen as
substrate, B. venezuelensis venom showed 40.0 1U
Thr/pg.

Coagulant and platelet function activity of venom and
venom fractions via Sonoclot Analysis

All venom fractions had procoagulant
activity when tested by the Sonoclot Analyzer. All
fractions, including the crude venom, activated
coagulation before 60 seconds (Table I). Normal
activated clot time ranges from 128-213 s. The clot
rate was undefined for all samples, which is a result of
the immediate rise of the clot signal signifying strong
coagulant activity (Fig. 3).

Platelet function (PF) is a measurement of
the quality of clot retraction that causes a peak or
peaks on the Sonoclot Signature. Platelet function
is assigned a number from 0-5, where 0 signifies no
PF and 5 indicates very strong PF. Normal PF varies

Fig. 3. Sonoclot Signature of human blood altered by B. venezuelensis venom.
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Atotal of 13 pL (1 mg/mL) of crude venom was added with whole blood using glass bead activated cuvettes (gbACT) on a Sonoclot Analyzer System.
The control represents a normal blood signature without venom. Bothrops venezuelensis venom showed intense procoagulant activity and loss of platelet function.
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Fig. 4. Known geographical distribution of Bothrops venezuelensis (Rivas &
Oliveros, 1997; Gregoriani & De Sousa, 2005; Navarrete et al., 2009).

anywhere from 3-4. Crude venom had a PF of 0. A
PF of 0 was also observed for fraction 1. Fractions 3,
5, and 9 had PFs of less than the normal range (Table
I), and all other fractions displayed normal PFs.

DISCUSSION

Many of the early efforts of venom research
have been directed toward the isolation and description
of any venom protein that was found in abundance
or those containing the most toxic activities. With
the advent of more sophisticated techniques of
purification, there have been studies of the new and
interesting components of protein found in smaller
quantities. Snake venom encloses many components
with different pharmacological and biological
activities, especially in haemostasis and anti-tumour
therapy, and has progressively become a research
motivation. A quantity of effective components like
disintegrins (in particular anticoagulants), antitumor
molecules and pain-relieving factors has been
recently described from snake venom (Xu et al., 2005;
Seoane et al., 2007, Zhang & Rui, 2007; Calvete et
al., 2009; Sanchez et al., 2009). The synergic action
of the venom proteins can enhance their activities
or contribute to the spread of toxins (Calvete et al.,
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2009), and this type of synergy plays an important
role on the toxicity of venoms.

Bothrops venezuelensis, belonging to the
Bothrops complex in South America, is one of the
important snakes in the mountain areas of northern,
eastern and western Venezuela as well as eastern
Colombia (Fig. 4). Bothrops venezuelensis venom, as
other bothropic venoms, contains numerous proteins
that provoke, in envenomed victims, haemostatic
alterations involving platelets, the coagulation
and fibrinolysis systems as well as proteolytic and
necrosis causing haemorrhagic syndrome and tissue
death, respectively (Rengifo & Rodriguez-Acosta,
2004; Gutiérrez et al., 2009). The study of this
venom has been neglected and scarcely investigated.

In the current paper, B. venezuelensis
venom was fractionated by molecular exclusion
Waters™ Protein-Pak60 chromatography.
Procoagulant, fibrinolytic, haemorrhagic and
platelet function activities were detected in the
fractions of this venom. The molecular weights
were determined by sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
and liquid chromatography.
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Haemorrhage is a common manifestation
in human and animal victims following a bite by
B. venezuelensis (Rengifo & Rodriguez-Acosta,
2004). Of the 12 fractions collected by size exclusion
chromatography, strong haemorrhagic specific
activity was detected in fraction 8, which represented
66.7% of the venom components. Many snake venom
components such as metallo- and serine-proteinases
(Markland, 1998) produce local haemorrhage by
direct or indirect actions on blood vessel membranes.
On the other hand, these proteinases with important
proteolytic functions represent significant tools for
investigating the mechanism involved in blood vessel
injury. The venom of B. venezuelensis presented a
minimal haemorrhagic dose (MHD) of 2.5 pg. This
potent dose could be associated with high molecular
weight metalloproteinases such as Bothropasin, a type
P-III metalloproteinase with potent haemorrhagic and
necrotic activities, found in the venom of B. jararaca
(Assakura et al., 2003). The haemorrhagic activity of
B. venezuelensis is similar to the MHD of the Western
diamondback rattlesnake venom.

The specific toxins that disrupt blood
coagulation activity may inhibit platelet aggregation
or may digest fibrin and/or fibrinogen as well as other
coagulation factors in blood. In the current work, B.
venezuelensis venom had 12 fractions that eluted by
molecular exclusion chromatography. Fractions 3 and
6 displaying fibrinolytic activity. Fractions 5, and 7-12
contained the highest specific activity. It is important
to emphasize that fibrinolytic venom components,
after purification and characterization could be used
therapeutically against various coagulation disorders.
Fibrinolytic enzymes that cause lyses of blood clots
by direct fibrin degradation or plasminogen activators
have been reported in the Viperidae family (Bello et
al., 2006; Salazar et al., 2007; Girén et al., 2013).
Nevertheless, no report has been described on the
fibrinolytic activity in the venom of B. venezuelensis.
In addition, B. venezuelensis venom displayed
proteolytic activity on substrates such as hide
powder azure and B-chain of insulin, but had poor
collagenases activity since no activity was observed
on the X-ray film despite knowing that bothropic
venoms have collagenase activity as demonstrated by
zymograms (Giron et al., 2013).

Coagulation disorders are more prominent in
those bitten by Bothrops. In this work, it was observed
that B. venezuelensis venom is comprised of different
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venom components, which can either stimulate or
inhibit the blood coagulation pathway. All fractions
activated coagulation before 60 seconds and the rate
of coagulation was not registered due the rapid speed
of clot formation signifying strong procoagulant
activity. Several published papers report that the
coagulation activities of snake venom proteins are
attributed to a number of venom molecules, such
as inhibitors of blood coagulation factors IX and X,
activation of protein C, inhibitors of thrombin, o and
B-fibrinogenases (rarely y- fibrinogenases), serine
proteinases and L-amino acid oxidases (Larréché et
al., 2008; Rodriguez-Acosta et al., 2010; Giroén et
al., 2013) all degrade fibrinogen, and phospholipases
damage phospholipids responsible for the formation
of complexes vital to the activation of the coagulation
cascade (Nahas ef al.,1979; Kini 2006,).

Considering the molecular weights as
evidenced by electrophoresis or by gel filtration
chromatography, the proteins present in B.
venezuelensis may represent components with
enzymatic activity similar to those reported in
Bothrops venoms described to date, which have been
evidenced as metalloproteinases with haemorrhagic
activity (64-40 kDa), serine proteinases (40-20 kDa)
and phospholipase A2 (16-13 kDa) (Moura da Silva
et al., 1990).

Bothrops venezuelensis venom showed 11
protein bands between 78-45 kDa (2), between 34-
17 kDa (4), and between 16 and 7 kDa (5). Similar
results are shown in inter specific studies of variability
of Brazilian Bothrops snake venoms in which the
study included Bothrops alternatus, B. atrox, B.
bilineatus, B. brazili, B. castelnaudi, B. cotiara, B.
erythromelas, B. fonsecai, B. hyoprorus, B. insularis,
B. itapetiningae, B. jararaca, B. jararacussu, B.
leucurus, B. marajoensis, B. moojeni, B. neuwiedi, B.
pirajai and B. pradoi. The venom of these 19 species
differed in composition, number and intensity of the
protein bands via electrophoresis. However most of
the venoms contained components, with molecular
masses between 64 and 25 kDa, and about 14 kDa
(Queiroz et al., 2008).

Furtado (2005), comparing B. jararaca and
B. alcatraz venoms, exhibited similar electrophoretic
profiles. However, B. alcatraz displayed three protein
bands of molecular masses of 97, 80 and 38 kDa,
which were not present in the venom of B. jararaca.
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These proteins bands could be associated with the
stronger coagulant and proteolytic activities reported
in the venom of B. alcatraz.

The clotting activity analysis from B.
venezuelensis venom using plasma as substrate
was 58 IUThr/pg and was higher for that of B.
colombiensis in 2 regions of Venezuela (Girén et al.,
2008). The results of this clotting activity suggest the
possible presence of thrombin-like proteins and factor
X activators as has been reported by other authors
(Nahas et al., 1979, Maruyama et al., 1992; Sanchez
et al., 2010), and/or prothrombins as reported for B.
asper (Loria et al., 2003); B. erythromelas (Silva et
al., 2003); B. insularis (Modesto et al., 2005); B.
cotiara (Senis et al., 2006); and B. jararaca (Berger
et al., 2008).

It was in our best interest to initially identify
those fractions containing strong inhibition of platelet
function and having very little or no proteolytic
activity. We are aware that the initial fractions consist
of heterogeneous mixtures of proteins that could
contain disintegrins (inhibitors of platelet function) as
well as proteolytic enzymes (e.g. metalloproteinases,
serine proteases, phospholipase A2s, etc.). The
fractions fitting the criteria of strong platelet function
inhibitors and low to no proteolytic activity were
fractions 1 and 3. However, it is the intention after
this preliminary research to allow us to identify many
important activities which can be used as a foundation
for later investigations on these venom molecules that
have a promising future in biomedical research. The
application of Bothrops venom in haemostasis and
cancer therapy has caused a research frenzy, since
many venom constituents have a wide range of uses
in scientific research and in human and veterinary
medicine.
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RESUMEN

Venezuela, presenta una gran variedad de playas
frecuentadas durante todo el afio, por lo que legalmente se
establece un monitoreo permanente de niveles de contaminacién
para su clasificacién “apta” o no para bafistas. Sin embargo,
esto no contempla la evaluacion parasitolégica en la arena
de playa como criterio para la referida clasificacion. Por ello,
la presencia de sélo una forma parasitaria patégena indica
que existe contaminacion fecal dado por personas, animales
o0 acumulo de basura a lo largo del balneario; ademas de la
influencia de las caracteristicas geograficas y ambientales en el
desarrollo de los parasitos. Esta investigacion tuvo como objetivo
determinar la presencia de formas parasitarias patégenas para
el hombre como indicadores de contaminacion fecal en un
balneario en Puerto Cabello. Se recolectaron 110 muestras
de arena durante un afio en diferentes puntos geograficos
seleccionados intencionalmente abarcando la extension de la
ensenada, registrandose: temporadas pre o post vacacionales,
humedad relativa de la arena, punto geografico de muestreo y
estacion climatica. Se realizaron los métodos de Lavado con
solucion salina 0,85%, Rugai modificado y Willis. Resultados:
25% de muestras fueron positivas para parasitos patdgenos,
distribuyéndose: larvas rabditoides (8,33%) y filarioides (2,08%)
de Strongyloides spp., huevos (2,08%) y larvas rabditoides
(12,49%) de Anquilostomideos, huevo de Toxocara spp. (4,17%)
y Ooquiste de Isospora belli (2,08%), poniendo en evidencia
la contaminacién fecal de origen animal y humano. Se espera
que investigaciones como éstas fomenten la elaboracién de
normativas de control sanitario y programas de evaluacion de
niveles de contaminacién parasitaria en arena de playa.

Palabras Clave: parasito, playa, contaminacion,
antropozoonosis.

INTRDUCCION

En Venezuela, las playas constituyen uno de
los espacios cominmente visitados por su poblacion
para llevar a cabo actividades de esparcimiento y
recreacion durante los fines de semana y temporadas

SUMMARY

A large number of beaches in Venezuela are
visited throughout the year, and there is a legal system in
place whereby these beaches are monitored and classified
as suitable or not for bathing. However, the presence of
parasites in the sand on the beaches is not evaluated as part
of this classification The presence of only one pathogenic
parasite on a beach indicates fecal contamination either by
humans, animals or the accumulation of trash, in addition to
geographical and environmental characteristics which could
influence the development of the parasites. The aim of this
study was to determine the presence of parasites pathogenic
to humans as indicators of fecal contamination on a beach in
Puerto Cabello. A total of 110 sand samples were collected
over one year at different geographic locations selected
to cover the entire bay area. Samples were registered as
collected during the pre or post-holiday seasons, and the
relative moisture of the sand, geographic location and season
were also noted. Parasites were collected by washing with
0.85% saline solution, and tested using the Rugai method
modified by Willis. Overall, 25% of samples showed positive
for the parasites as follows: Strongyloides spp.: rhabditoid
(8.33%) and filarioid (2.08%) larvae, Ancylostoma spp.: eggs
(2.08%) and rhabditoid larvae (12.49%), Toxocara spp.:
eggs (4.17%) and Isospora belli: oocysts (2.08%), indicating
extensive fecal contamination from both human and animal
sources. We hope that investigations such as this will lead
to the establishment of hygiene standards and programs for
monitoring the levels of parasitic contamination on sandy
beaches.

Key words: parasite, beach pollution, zoonosis.

vacacionales, mostrando gran afluencia turistica, lo
cual conduce a la contaminacion ambiental y cambios
en el ecosistema producto de la acumulacion de
desechos e inclusive la deposicion de materia fecal
humana y animal, lo que favorece la trasmision de
enfermedades antropozoonoticas de interés sanitario
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(Silva et al., 2009; Rocha et al., 2011; Rumosa
et al., 2009; Neves & Massara, 2009) causadas
por Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura y
Toxocara spp., a través de la ruta fecal oral. De
igual manera las infecciones por Anquilostomideos
y Strongyloides spp. (De Castro et al., 2005;
Santos et al., 2005), parasitos que cumplen parte
de su ciclo evolutivo en suelos himedos hasta
entrar en contacto con la piel de individuos de
sangre caliente, generan patologias dermatologicas
y sistémicas importantes epidemioldogicamente
(Marques et al., 2012; Neves & Massara, 2009;
Rocha et al., 2011; Cassenote et al.; 2011; Bojar &
Ktape¢, 2012).

Los balnearios ubicados en el Municipio
Puerto Cabello, Estado Carabobo, son objeto
de importante intercambio comercial y de gran
atraccion turistica por su ubicacion geografica
frente al Mar Caribe; especialmente aquella que se
encuentra cerca del casco histérico de la ciudad,
zonas residenciales y comerciales y a pocos metros
del malecon, la cual presenta una extension de costa
de 980 m de litoral (Ministerio del Poder Popular
para la Defensa, 2012). Ademas, su topografia
muestra un bloqueo parcial de la corriente marina
que se desplaza desde Punta Brava (Este) de Puerto
Cabello hasta Punta Arenas (Oeste) del Estado
Falcon, reduciéndose la velocidad de circulacion
del agua marina y por tanto se reduce la capacidad
de autodepuracién de la masa de agua circulante y
de los elementos microbioldgicos y fisicoquimicos
de la orilla de la playa, que favorece la proliferacion
de microorganismos indicadores de contaminacion
fecal humana y animal (Cérdoba et al., 2002).

Existen un conjunto de variables que
podrian estar relacionadas directamente con el
nimero estimado de parasitos en arena de playa
que se puedan encontrar en todo el afio tales como
la estacion climatica, precipitaciones, temperatura
atmosférica de la region, condicion de la marea,
presencia de animales domésticos en estado de
abandono circulantes en las costas y el grado
de afluencia de temporadistas durante periodos
vacacionales (Cassenote ef al., 2011; Coérdoba
et al., 2002); por lo cual deberian monitorecarse
de forma periddica las condiciones de calidad
sanitarias de arena de costa como del agua de mar
a fin de catalogar un balneario como apta o no para
actividades de recreacion.
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Algunas organizaciones internacionales
tales como la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos (USEPA) por medio de la Ley para
la Evaluacion de la Salud Ambiental de las Playas
y Costas (USEPA; 2000); al igual que el Consejo
Nacional del Medio Ambiente (Resolucion N° 274
de Conselho Nacional do Meio Ambiente, 2000) en
Brasil establecen la evaluacion de posibles parasitos
indicadores de contaminacion fecal en muestras de
agua de mar y arena de playa, ademas de proveer
el apoyo necesario para desarrollar e implementar
programas que ayuden a notificar al publico sobre la
potencial exposicidn a microorganismos patogenos.
Sin embargo, la Republica Bolivariana de Venezuela
no tiene en la actualidad marco legal que contemple
la evaluacion de formas parasitarias de interés
sanitario que podrian existir en estos ecosistemas,
especificamente en los suelos de estos espacios
(Normas para la clasificacion y el control de la calidad
en los cuerpos de agua y vertidos o efluentes liquidos,
Decreto N° 883; Ley Organica del Ambiente de la
Republica Bolivariana de Venezuela, 2006), lo que
puede estar incurriendo en una incorrecta evaluacion
de la playas, en relacion al nivel de contaminacion.

Es por ello que esta investigacion tuvo
como objetivo determinar la presencia de formas
parasitarias intestinales en arena de playa como
indicadores de contaminacion fecal, en un Balneario
de Puerto Cabello; Marzo 2012 - Febrero 2013 y su
relacion con los puntos geograficos de la costa de
playa analizados, humedad relativa de la arena (seca
o mojada), periodos vacacionales y estacionalidad
climatica, para poder asi identificar el riesgo infeccion
parasitaria que afecte la calidad de vida de las personas
que asisten al balneario con fines recreacionales.

MATERIALES Y METODOS

El  balneario  seleccionado para el
estudio consta de un espacio territorial costero de
aproximadamente 180 Km? la cual esta ubicada en
la zona central de Puerto Cabello, Estado Carabobo,
orientada al Norte con el Mar Caribe. Esta playa
representa geograficamente una extension aproximada
de 980 m de costa (Ministerio del Poder Popular
para la Defensa, 2012). Se tomaron 110 muestras
de arena recolectadas durante el periodo Marzo de
2012 - Febrero 2013; 10 por cada mes, siguiendo las
caracteristicas de un estudio de campo, descriptivo
transversal de prevalencia porcentual. Para ello fueron
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seleccionados intencionalmente cinco sitios de la
playa de acuerdo a la observacion de zonas donde se
evidencien mayor contaminacion ambiental, definidos
como puntos geograficos de muestreo y enumerados
desde el Punto cero (0) hasta el Punto cuatro (4);
siguiendo alguna referencia ambiental y cubriendo
toda la extension de la costa, cuyas coordenadas se
especifican en la Fig. 1 y Tabla I.

Muestreo

En cada punto de muestreo se delimitd un
area de 10 cm de didmetro y 5 cm de profundidad
(Cassenote ef al., 2011; Santarém et al.,1998), en el
cual se tomaron 500 gr de arena hiimeda a la orilla del
mar y 500 gr de arena seca ubicada aproximadamente
a unos 14 metros de la orilla del mar, recopiladas
entre las 7:30 am y 8:30 am; almacenadas en bolsas
de plastico de cierre hermético para su trasporte y
procesamiento en el laboratorio en un periodo no
mayor a 48 horas.

Se registraron en un instrumento datos
relacionados con: hora de muestreo, fecha, condicion
de la marea, presencia de basura, animales, presencia
de turistas y temporada turistica; esta Gltima tomando
como temporada pre-vacacional los meses de Marzo,
Junio, Julio, Noviembre y Diciembre y como post-

vacacionales los meses restantes. Igualmente se
registro la estacion climatica, considerando que
los meses de la estacion de sequia en Venezuela
corresponden desde Diciembre hasta Abril, mientras
que los de lluvia son de Mayo a Noviembre de
acuerdo a lo establecido por el Instituto Nacional
de Meteorologia e Hidrologia (INAMEH, 2012). El
mes de Agosto no se pudo realizar muestreo en la
playa dado a razones de logistica. El analisis de las
muestras recolectadas se llevo a cabo en el laboratorio
de Practicas Profesionales de Parasitologia del
Departamento de Estudios Clinicos de la Escuela
de Bioanalisis, Facultad de Ciencias de la Salud,
Universidad de Carabobo sede Carabobo. Este
analisis se desarrollo de la siguiente manera:

Lavado con solucion salina 0,85%: Se
pes6 50 gr de arena y se lavo por inmersion (10
veces) en una bolsa plastica con 50 ml de NaCl al
0,85% (procedimiento realizado por duplicado),
posteriormente se dejé reposar por 10 minutos y se
dreno el contenido de la bolsa en vasos conicos. Luego
de 24 horas se tomaron alicuotas del sedimento y se
colocaron en vidrio de reloj para ser observados con
objetivo 4x y 10x al microscopio, con la finalidad de
recuperar cualquier forma parasitaria presente en la
muestra manteniendo un medio isoténico con solucion
salina fisiologica (Khazan et al., 2012). Método de

Fig. 1. Puntos geograficos de muestreo. Municipio Puerto Cabello, Venezuela (Marzo 2012-Febrero 2013).

" Ptoj4) ;

Fuente: Imagen tomada de Google Earth® (14 de febrero 2012).
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Tabla I. Coordenadas de los puntos geograficos de
muestreo a lo largo de la ensenada. Municipio Puerto
Cabello. Periodo Marzo de 2012 - Febrero 2013.

Punto geografico

Coordenadas

LA: 10°28'34.31"N
PO Toldos para bariistas
LO: 68° 0'40.89"0

Referencia del lugar

LA: 10°28'32.57"N
P1 Kioscos de comida
LO: 68° 0'40.92"0

P2 LA: 10°28'31.59'N Rompeol_as natural de
LO: 68° 0'42.70"0 piedra

P3 LA-10°2828.73'N  Aproximadamente 50
LO- 68° 0'44.85"0 mts del rompeolas

LA: 10°28'26.87"N
P4 Vegetacion boscosa
LO: 68° 0'48.97"0

Willis con solucion de NaCl saturada: Se tomaron
19 gr de arena seca y 20 gr de arena mojada en un
recipiente boca ancha y se le agregd solucion saturada
de NaCl hasta poner en contacto el liquido con una
lamina portaobjeto. Finalmente se invirtid el porta
objeto y se cubrid con una laminilla para observar
en microscopio en busqueda de huevos livianos de
helmintos (Cassenote et al., 2011). Método Rugai
Modificado: se sigui6 la descrita por Santos et al.
(2005) pero dejando sedimentar por 24 horas para la
recuperacion e identificacion de parasitos en estadio
larvario.

Guerrero De Abreu A. M. et al.

Analisis estadistico

Los datos fueron tabulados segiin la humedad
relativa de la arena (mojada: a la orilla del mar; seca:
aproximadamente 14 m de la orilla), positividad o no
para parasitos, forma evolutiva y género de los parasitos
identificados, mes de muestreo, punto geografico de la
costa evaluado y estacionalidad del afio. Se aplico Chi
cuadrado (*) y Prueba exacta de Fisher para calcular
las posibles asociaciones entre dichas variables,
considerando una confiabilidad del 95%.

RESULTADOS

Las tres técnicas aplicadas para las muestras
de arena recolectadas permitieron recuperar formas
parasitarias en 43,64% (48/110) de los casos, a
partir de las cuales el 25% (12/48) resultaron formas
parasitarias de interés sanitario para el hombre,
mientras que 85,41% (41/48) fueron protozoarios y
helmintos de vida libre. Los resultados obtenidos de
muestras positivas para patdgenos de acuerdo al mes
de muestreo se presentan en la Fig 2.

El mayor niimero de muestras con parasitos
de interés sanitario se ubicé en el punto 0 con
12,5% (6/48), lugar donde se encuentran toldos
para los bafistas, mientras que en los punto 1, 2,y
4 la frecuencia fue de 4,17% (2/48) en cada uno, y el
punto 3 no mostro parasitos patogenos (Fig 3).

Fig. 2. Prevalencia de muestras con parasitos patégenos para el hombre en relaciéon del total de
muestras de arena positivas. Municipio Puerto Cabello. Periodo Marzo de 2012 - Febrero 2013.
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De igual manera, se recuperaron parasitos
patdgenos en 16,67% (8/48) muestras con menor humedad
relativa (arena seca) y 8,33% (4/48) en las de mayor
humedad relativa (arena mojada), sin encontrarse relacion
estadisticamente significativa entre el nivel de humedad de
la arena con la presencia o no de parasitos patogenos de
dichas muestras (P = 0,202, por prueba exacta de Fisher).

En funcidon a las estaciones climaticas que
pueden afectar de manera directa en la cantidad de
parasitos presentes en la arena de playa, las muestras

con patogenos para el hombre en la estacion de sequia
fue de 16,67% (8/48) y 8,33% (4/48) en época de lluvia
mientras que en muestras con protozoarios y helmintos
de vida libre, 64,58% (31/48) resultaron positivas en
sequia y 20,83% (10/48) en lluvia (Fig. 4), sin obtener
asociacion estadisticamente significativa (P = 0,489)
entre el porcentaje de recuperacion de patogenos con la
estacionalidad climatica, de acuerdo a la prueba de Fisher.

Considerando que la afluencia de
temporadistas puede influir en la mayor frecuencia

Fig. 3. Prevalencia de muestras positivas a patégenos en funcion al punto geografico de muestreo.
Municipio Puerto Cabello. Periodo Marzo de 2012 — Febrero 2013.
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Fig. 4. Prevalencia de muestras con parasitos de interés clinico y de vida libre en funcion de la estacion
climatica. Municipio Puerto Cabello. Periodo Marzo de 2012 - Febrero 2013.
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Tabla Il. Prevalencia de parasitos de interés clinico en funcion a la temporada vacacional y a la humedad
relativa de la arena. Municipio Puerto Cabello. Periodo Marzo de 2012-Febrero 2013.

. Arena Seca Arena Mojada  Pre-Vacacional Post-Vacacional Total
Especie patdégena
n % n % n % n % n %
Larva rabitoide de 4 833 0 000 2 1330 2 1330 4 833
Strongyloides spp.
Larva filarioides de 1 2,08 0 0,00 0 000 1 6,60 1 2,08
Strongyloides spp.
Larva rabditoide de 4 833 2 417 5 333 1 660 6 1249
Anquilostomideos
Huevos de Anquilostomideos 1 2,08 0 0,00 0 0,00 6,60 1 2,08
Huevos de Toxocara sp. 1 2,08 1 2,08 0 0,00 2 13,30 2 4,17
Ooquiste de Isospora belli 0 0,00 1 2,08 0 0,00 1 6,60 1 2,08

de parésitos patdgenos en muestras de arena, esta
investigacion tuvo 12,5% (6/48) de muestras con
patégenos durante la temporada pre-vacacional,
mostrandose la misma frecuencia en la temporada
post-vacacional, por lo que no existe diferencia
significativa estadisticamente entre dichas variables,
segun el estadistico y* (P = 0,100).

La frecuencia de las formas parasitarias que
se recuperaron en funcion de la humedad relativa de
la arena y a las temporadas pre-vacacionales y post-
vacacionales a lo largo del estudio, se resume en la
Tabla II.

DISCUSION

Se logré determinar, a partir de los tres
(3) métodos realizados, la positividad de parasitos
considerados como indicadores de contaminacion
fecal, donde la presencia de estadios parasitarios
en el suelo indica la existencia de una fuente de
contaminacion (Torres et al., 1997; Soriano et al.,
2001), lo cual cataloga al balneario estudiado como
no apto para fines recreacionales, tomando como
criterio lo publicado por De Castro et al. (2005)
donde determina que tan solo la presencia de una
forma parasitaria patogena para el hombre recuperada
tras analisis de muestras de arena define al lugar como
no apto para actividades recreacionales, luego de
demostrar presencia de larvas de Anquilostomideos
y Strongyloides spp, huevos de Toxocara spp. y de
Ascaris lumbricoides en muestras de arena de playa
de una playa en Brasil.

En virtud de que en Venezuela la ley vigente
relacionada con control ambiental no establece
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los parametros parasitologicos permisibles en la
arena de playa (Ley Organica del Ambiente de la
Republica Bolivariana de Venezuela, 2006), esta
aseveracion indicada por diversos autores (Neves
& Massara, 2009; Rocha et al., 2011: Cassenote et
al., 2011; Santarem et al., 2004) toma importancia
para el estudio de playas venezolanas, y después de
los resultados obtenidos en la presente investigacion,
donde se mostré que el 25% (12/48) de las muestras
presentaban contaminacion por parasitos patdgenos;
se corrobora que la playa estudiada no presenta las
condiciones propicias de saneamiento ambiental
para visitas turisticas. Ademads, no se disponen de
investigaciones previas que evaluen la presencia de
parasitos en suelos de playa del Municipio Puerto
Cabello, por lo que el presente estudio resulta
innovador. Se conoce, sin embargo; el 63,16% de
positividad para huevos de Toxocara spp. en muestras
de suelos de arena, limo y/o arcilla, mediante técnica
por flotacion con NaCl (Willis-Molloy modificado)
de 38 parques publicos de la ciudad de Coro, Estado
Falcon, Venezuela, segun lo publicado por Cazorla et
al. (2007) que evidencia el grado de contaminacion
ambiental en estos sitios recreacionales.

De acuerdo al punto de la playa donde
se recolectaron las muestras, se reveld la mayor
presencia de parasitos en el punto cero (0) y el
punto uno (1), debido a que corresponden a las area
de mayor concurrencia de personas y animales,
precisamente donde se ubican toldos para bafiistas
y kioscos para venta de comida, demostrando que
éstos contribuyen a la contaminaciéon de las playas,
dado a la poca concientizacion de los baiiistas en el
cuidado y mantenimiento del medio ambiente, falta
de habitos de prevencion de contaminacion ambiental
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y falta de limpieza del lugar. Esto conlleva por tanto
a que la playa evaluada se considere de alto riesgo de
infeccion para todos los turistas.

De igual manera, este estudio permitid
conocer que los meses de mayor frecuencia de
muestras de arena positivas para parasitos patogenos
corresponden a los meses de junio y octubre, que
corresponden a periodos pre-vacacional y post-
vacacional respectivamente, demostrando que no
existe asociacion estadisticamente significativa
entre las temporadas pre o post vacacionales y la
recuperacion o no de patdbgenos en muestras de arena
de la playa seleccionada, lo cual puede deberse a que
la afluencia de baiiistas y la presencia de animales
en abandono es constante, segun lo observado
durante los tiempos de muestreos. Sustentando esto,
diversos autores coinciden en la afirmacion de que
mientras mas accesible sea la playa y mayor sea el
transito de personas y animales domiciliados o en
abandono, mayor sera la contaminacion de la arena
de la playa, favoreciendo mayor riesgo de infeccion
parasitaria (Neves & Massara, 2009; Cassenote et
al., 2011; Castro et al.; 2009; Silva et al., 2009).

Por otro lado, conociendo que los
geohelmintos necesitan estar en la tierra para tener
un desarrollo 6ptimo y cumplir una fase su ciclo
de vida, Marquez et al. (2009) pone en evidencia
en su investigacion que los suelos arenosos retnen
condiciones propicias para el desarrollo de formas
evolutivas de parasitos.

Por ello se evalud en el presente estudio
la frecuencia de parasitos patéogenos obtenida en
arena seca y mojada. Mientras Rocha et al. (2011)
apunta a caracteristicas de suelos arenosos, con
humedad relativa, poca exposiciéon al sol para
evitar la desecacion del parasito, en el presente
trabajo la recuperacion de patégenos fue mayor en
las muestras de arena seca (o de menor humedad
relativa) en comparaciéon con las muestras de
arena mojada (obtenidas a la orilla del mar), lo que
sugiere que dichos microorganismos adquirieron
cierta resistencia al tiempo de exposicion al sol a
fin de permitirse un mayor contacto con individuos
de sangre caliente, garantizando la sobrevida de
la especie tras alcanzar su hospedador, a expensas
del menor grado de humedad. Esto también puede
deberse a que en arena mojada existe un mayor
porcentaje de salinidad y efecto mecanico de
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arrastre de formas parasitarias en la orilla del mar
por la marea.

La presencia de parasitos también depende
de la estacion climatica. Se obtuvo mayor frecuencia
de parasitos patogenos en época de sequia en relacion
a la época de lluvia, concluyendo que las lluvias en
suelo arenoso inducen a una mayor depuracién o
arrastre de formas parasitarias, disminuyendo la tasa
de recuperacion de las mismas tal como lo afirma
Cassenote et al. (2011).

Entre los parasitos que se hallaron
durante el periodo de muestreo se encontraron
principalmente larvas rabditoides de Strongyloides
spp. Y Anquilostomideos, asi como también
Larvas filarioides de Strongyloides spp., huevos
de Anquilostomideos, huevos de Toxocara spp.
y ooquiste de Isospora belli; lo que evidencia la
contaminacion fecal procedente de animales en estado
de abandono y de personas visitantes de la playa (De
Castro et al., 2005; Santos et al., 2005; Cassenote et
al., 2011; Cordoba et al., 2002; Isla et al., 2005).

En este sentido se espera que se fomenten
normativas de control sanitario y programas de
evaluacion de niveles de contaminacion parasitaria
en arena de playa, asi como también desarrollar
campafias de concientizacion a los temporadistas en
la preservacion del ecosistema, y al mismo tiempo
se contribuya en la disminucion de la prevalencia de
enfermedades antropozonoticas.
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RESUMEN

Entre septiembre-diciembre de 2013, se realizé un
estudio para determinar los aspectos clinicos y epidemiologicos
de la infeccion por coccidios intestinales en 187 habitantes
(X £ D.S=25,74 + 19,73 afios) de Urumaco, Estado Falcon,
Venezuela. Se hizo evaluacion clinica y anamnesis para la
busqueda de signos y sintomas que usualmente se encuentran
asociados a las coccidiosis intestinales. El diagndstico
parasitolégico se hizo mediante los métodos directo y
coloracion de Kinyoun. La prevalencia global de parasitosis
intestinales fue de 78,07% (146/187), siendo Blastocystis
spp. el taxéon mas frecuentemente observado (57,07%). La
prevalencia de coccidiosis intestinal fue de 50,80% (95/187), y la
criptosporidiosis la mas prevalente con 40,64%. No se encontré
una relacion estadisticamente significativa entre el sexo o la
edad y la presencia de los coccidios intestinales (P>0,05).
Hiporexia, epigastralgia y flatulencia fueron las manifestaciones
clinicas caracteristicas significativamente relacionadas con
estas infecciones (P < 0,05). Presentar ufias sucias (Odds
Ratio [OR]=1,33), el consumo de “comida rapida” (OR= 2,11),
andar descalzo (OR=1,16), pertenecer al nivel socioeconémico
IV y V (OR= 2,89), que merodeen animales ajenos en las
viviendas (OR= 1,01), que no los amarren (OR= 2,79), su
alimentacion con desperdicios (OR= 1,9) y sin suministro de
drogas antiparasitarias (OR= 3,54), aparecen como potenciales
factores de riesgo significativamente asociados en la dinamica
de transmision de las coccidiosis intestinales.

Palabras clave: coccidiosis intestinales, epidemiologia,
manifestaciones clinicas, Venezuela.

INTRDUCCION

Dentro de las enteroparasitosis que
afectan al ser humano destacan en la actualidad las
ocasionadas por coccidios intestinales, los cuales son
protozoarios que se ubican taxondémicamente en el
Phylum Apicomplexa. Entre los principales taxones

SUMMARY

We investigated clinical and epidemiological
aspects of intestinal coccidial infections in 187 inhabitants
(X £ S.D.=25.74 + 19.73 years) in the rural community of
Urumaco, Falcén state, Venezuela, between September
and December 2013. Direct smears and Kinyoun staining
were used to perform parasitological diagnosis. The
overall prevalence of intestinal parasitoses was 78.07%
(146 /187), with Blastocystis spp. the most frequently
parasite taxon observed (57.07 %). The prevalence of
coccidioses was 50.80 % (95 /187), and among these
criptosporidiasis was the most prevalent with 40.64% of
patients infected. There were no statistically significant
differences in parasite prevalence between sexes or ages
(P>0.05). Hyporexia, epigastralgia and flatulence were
significantly associated with the infections (P< 0.05). Dirty
fingernails (Odds Ratio [OR]=1.33), fast food consumption
(OR= 2.11), walking barefoot (OR=1.16), belonging
to a lower socioeconomic level (OR= 2.89), animals
roaming freely in the houses (OR= 1.01), untied animals
(OR= 2.79), feeding animals with food waste (OR= 1.9)
and a lack of anti-parasitic treatment (OR= 3.54) were
determined as risk factors significantly associated with
the transmission dynamics of enteric coccidiosis.

Key words: intestinal coccidioses, epidemiology, clinical
manifestations, Venezuela.

de coccidios con habitos entéricos que infectan
a los humanos, se encuentran los pertenecientes
a los géneros Cryptosporidium spp., Cyclospora
spp. v Cystoisospora spp. (=lsospora), agentes
causales de las criptosporidiosis, ciclosporiosis y
cystoisosporiosis, respectivamente, y se les considera
como emergentes y reemergentes por su relevancia

Laboratorio de Entomologia, Parasitologia y Medicina Tropical (LEPAMET), Centro de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional
Experimental “Francisco de Miranda” (UNEFM), Apdo. 7403, Coro 4101, Estado Falcon, Venezuela.
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en individuos con inmunosupresion (Becerril, 2011;
Botero & Restrepo, 2012). Como sus congéneres
apicomplejos, estos 3 taxones de coccidios poseen un
complejo apical que les permite penetrar las células
(enterocitos) de sus hospedadores; ademas, resalta
en sus biologias, que son monoxénicos con una
alternancia en sus ciclos reproductivos: esquizogonia
(asexual) y esporogonia (sexual), cuyo estadio final
es el ooquiste que se excreta por las heces, y algunos
tienen un componente zoonoético (Becerril 2011;
Botero & Restrepo, 2012).

Las infecciones ocasionadas por
coccidios intestinales pueden ser asintomaticas o
sintomaticas. En estos casos, pueden presentarse
desde una diarrea autolimitada, esteatorrea,
dolor de cabeza y abdominal, fiebre y pérdida de
peso en individuos inmunocompetentes, hasta la
presencia de diarrea cronica, caquexia, desbalance
de electrolitos e inclusive la muerte en nifos y
adultos con inmunodeficiencias (SIDA/VIH, cancer,
quimioterapia antineoplasica, malnutricién, etc.)
(Becerril 2011; Botero & Restrepo, 2012).

Aunque es mas econdémico, practico y
requiere menor tiempo, labisqueda de los ooquistes en
la materia fecal por el método coproldgico directo no
ofrece un diagnoéstico preciso de las criptosporidiosis,
ciclosporiosis y cystoisosporiosis; es por ello que
se requieren coloraciones especificas, siendo la de
Ziehl-Neelsen modificada (Kinyoun) una de las mas
empleadas (Botero & Restrepo, 2012). Como ya se
ha comentado previamente (Cazorla et al., 2012), se
presume que en el pais existe un subregistro de casos,
esto debido a que la coloracion de Kinyoun al no ser
una técnica de rutina no se ejecuta si no es solicitada
por el médico consultante.

Los coccidios intestinales se transmiten
por via fecal-oral, a través de fuentes de aguas
inadecuadamente tratadas, comidas como vegetales
o frutas, de forma directa persona-persona, fomites,
asi como también por via zoonotica, ya que algunos
ooquistes, especialmente de Criptosporidium spp.,
se han logrado aislar en las heces de varios tipos
de animales domésticos, de granjas y silvestres
(Becerril, 2011; Botero & Restrepo, 2012).
Estas enteroparasitosis son mas frecuentes en
poblaciones de los denominados paises en desarrollo,
especialmente en las regiones tropicales, y con
perfiles socio-econdmicos y de salubridad deficientes;
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las condiciones ambientales (e.g., temperaturas bajas)
y las lluvias también favorecen su transmision en
los grupos vulnerables (Becerril, 2011; Botero &
Restrepo, 2012).

En Venezuela se han realizado varios estudios
sobre las coccidiosis intestinales, especialmente en
los estados Zulia, Bolivar y la region Capital (Chacin-
Bonilla et al., 2003; 2008; Devera et al., 2005a; 2010;
Tutaya et al., 2006; Chacon et al., 2009; Tedesco et
al., 2012; Rivero-Rodriguez et al., 2013); pero ain
existen muchas regiones sin investigar; aunque la
informacion obtenida sugiere que la problematica
de estas enteroparasitosis es relevante para la Salud
Publica en el territorio nacional (Barrios et al., 2004).

Con respecto al estado Falcon, en la region
nor-occidental de Venezuela, son similarmente
escasos los trabajos sobre las coccidiosis intestinales.
El Gnico documentado en revistas especializadas
realizado en una pequena poblacion rural de la zona
semiarida, se encontrdé una prevalencia de 26,11%,
la cual se consider6 como “relativamente alta”
(Cazorla et al., 2012). En la continuacion de estos
estudios, se muestrearon tres sectores de Urumaco,
otra comunidad rural del semiarido falconiano,
obteniéndose una prevalencia global de coccidiosis
intestinales de mas del 50%, lo cual es a todas luces
poco usual. En el presente articulo se muestran los
perfiles clinicos y epidemiolégicos de dicho estudio.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El estudio de tipo descriptivo, prospectivo y
transversal se realizo entre septiembre y diciembre de
2013, en los Sectores “Sabaz”, “Puesto Policial” y el
“Estadio” (parroquia Urumaco) de la poblacion rural
de Urumaco (10° 53718 y 11° 21"17”N; 70° 07°08”
y 70°26°29”W), Municipio Urumaco, enclavada a 67
msnm en la region semiarida del estado Falcon al nor-
occidente de Venezuela. El area posee una zona de
vida bioclimatica correspondiente al Monte Espinoso
Tropical (MET), cuyas caracteristicas se han descrito
en un articulo previo (Acosta et al., 2002).

Muestra

Los sectores “Sabaz”, “Puesto Policial” y
“El Estadio” de Urumaco se encuentran integrados

Bol. Mal. Salud Amb.



por alrededor de 500 habitantes. El calculo del
tamafio muestral se hizo mediante el programa de
analisis de muestreo Raosoft (Raosoft, Inc. 2004,
EUA), tomando un 95% de nivel de confianza y un
margen de error del 5%, asumiendo una distribucion
normal, y de acuerdo a ensayos copro-parasitologicos
(Kinyoun) previos (Cazorla et al, 2012), una
prevalencia esperada de enterococcdiosis para la zona
semiarida falconiana de alrededor de 26%, lo cual
arroj6 un minimo total de 187 individuos a muestrear,
que se seleccionaron por azar simple. De este total,
89 (47,59%) correspondieron al sexo masculino y
98 (52,41%) al femenino, con edades comprendidas

entre 2 meses - 84 afios (X + D.S=25,74 + 19,73).
Diagnéstico parasitologico

De cada individuo se obtuvo mediante
evacuacion espontanea una muestra de heces, que
fue recolectada por ellos mismos con un depresor
de plastico desechable, y se colocd en un recipiente
hermético ad hoc, previamente identificado. Las
mismas se guardaron y transportaron en cavas de
anime con hielo seco al Laboratorio de Entomologia,
Parasitologia y Medicina Tropical (LEPAMET), Area
Ciencias de la Salud, de la Universidad Nacional
Experimental “Francisco de Miranda” (UNEFM),
Coro, estado Falcon, Venezuela. Las muestras fecales
se procesaron parasitolégicamente por el método
coprolégico directo con solucion salina y lugol, y
la técnica de coloracion de Kinyoun (Ziehl-Neelsen
modificado). En los casos que se observd ooquistes,
fueron medidos empleando micrémetro ocular
(Botero & Restrepo, 2012).

Encuesta epidemioldgica y manifestaciones clinicas

A cada individuo se le entregd una ficha-
encuesta para la identificaciéon de los probables
factores deriesgos asociados a coccidiosis intestinales.
La estratificacion social se hizo segin Graffar
modificado por Méndez-Castellano et al. (1986). Asi
mismo, se incluyeron preguntas relacionadas con la
sintomatologia debida a coccidios intestinales, tales
como dolor abdominal, diarrea, pérdida de peso,
epigastralgia, colicos, flatulencia, hiporexia (Botero
& Restrepo, 2012).

Analisis estadistico

La afinidad entre pares de especies que
co-ocurrieron se midi6 mediante el Indice de Fager
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(I, ), determinandose su significancia con el test
de “t”, como ya se ha explicado en otro trabajo
(Cazorla et al., 2012). La asociaciéon univariante
entre las manifestaciones clinicas y los posibles
factores de riesgo con la presencia de enterococcidios
se hizo mediante las pruebas de Ji cuadrado (X?)
y X? de Mantel-Haenszel. En los casos donde se
encontrdé una asociacion significativa (P<0.05)
en el analisis univariado, la fuerza se determind
mediante los Odds Ratio (OR). Para el caso de las
manifestaciones clinicas, los mismos se obtuvieron
por las tablas de contingencia (analisis bivariante
simple), y para los factores de riesgo por analisis de
regresion logistica multiple (ARLM) utilizdndose
como método de estimacion de parametros el de
Maxima Verosimilitud, y calculandose su bondad
de ajuste con las pruebas de Razon de Verosimilitud
y Hosmer-Lemeshow, a fin de poder controlar las
variables de confusion (confounding variables).
Es importante acotar que los calculos de los OR de
11 de las 13 variables relacionadas con “Tenencia
y cria de animales” (Tablas VII, VIII), se hicieron
con los datos de 117 individuos que manifestaron
poseer animales domésticos. Los datos se analizaron
mediante paquete estadistico SIGMAPLOT version
12.5 (Systat Software Inc.), y pagina Web para
calculos estadisticos StatPages.net (members.aol.
com/johnp71/javastat.html).

Consideraciones bioéticas

Previo a la recoleccion de la informacion
y muestras, se solicitdo la colaboracion voluntaria
de la poblacion y autoridades recalcandose Ia
confidencialidad del estudio. Se realizdo un plan
de accion que incluyd actividades de promocion
y prevencion sobre parasitosis intestinales. Se
siguieron las normas de bioética establecidas en
la Declaracion Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial en su version adoptada en la LII Asamblea
General de Edimburgo del afio 2000. Se proporciond
“Consentimiento Informado”, en el que quedd por
escrito su deseo de colaborar voluntariamente;
en el caso de menores de edad lo firmaron sus
representantes.

RESULTADOS

Los analisis coproscopicos revelaron una
prevalencia global de parasitosis intestinales de
78,08% (146/187). La prevalencia de las diversas
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especies de protozoarios/cromistas y helmintos
se exhibe en la Tabla I. El cromista Blastocystis
spp. fue el taxén mas frecuentemente observado
con un 57,75% de los casos; mientras que Ascaris
lumbricoides (2,14%) fue el helminto que presentd
la mayor prevalencia. Mediante la aplicacion de la
técnica de coloracion de Kinyoun se logroé la deteccion
de una prevalencia general de coccidios intestinales
del 50,80% (95/187), observandose prevalencias de
40,64% para Cryptosporidium spp., 36,36% para C.
cayetanensis y 6,95% para C. belli (Tabla I).

El monoparasitismo se presentd en 32,82%
de los individuos, con predominio de Blastocystis spp.
(21,23%: 31/146), seguido de Cryptosporidium spp.
(3,43%: 5/146), y G. intestinalis, C. cayetanensis y E.
coli con iguales cantidades (2,06%: 3/146); en el caso
de las infecciones multiples se detectaron individuos
con hasta 6 taxones parasitarios distintos, siendo el
biparasitismo la asociacion mas predominante con un
33,5%, y los pares Blastocystis spp./Cryptosporidium
spp. y Cryptosporidium spp./C. cayetanensis los mas
prevalentes con un 8,22% cada uno (Tabla II). La
aplicacion del Indice de Fager (I Ap) Tevelo afinidades
estadisticamente significativas entre Blastocystis spp.
con G. intestinalis (1 A= 0,71, 1= 8,6); Blastocystis
spp. con E. coli (1, ;= 0,44, 1= 3,4); Blastocystis spp.
con E. histolytica/dispar/moshkosvkii (1, ;=0,37,

Tabla I. Prevalencia de parasitos intestinales en
Urumaco, estado Falcén, Venezuela.

Taxon N %
Cromistas
Blastocystis spp. 108 57,75
Protozoarios
Cryptosporidium spp. 76 40,64
Cyclospora cayetanensis 68 36,36
Giardia intestinalis 20 10,7
Entamoeba coli 19 10,16
Cystoisospora belli 13 6,95
E. histolytica/dispar/moshkosvkii 5 2,67
Chilomastix mesnili 2 1,07
Endolimax nana 2 1,07
Helmintos
Ascaris lumbricoides 4 2,14
Anquilostomideos 0,54
Enterobius vermicularis 1 0,54
162

t=3,4); Blastocystis spp. con Cryptosporidium
spp. (I, ;= 0,93, 1= 9,1); Blastocystis spp. con C.
cayetanensis (I, ;=0,76,1=5,5); Blastocystis spp. con
C. belli (I, 5=0,45,1=3,7); E. coli con G. intestinalis
(IA,B= 0,78, t= 8,1); E. coli con E. histolytica/
dispar/moshkosvkii (1 A 0,25, t= 2,5); E. coli con
Cryptosporidium spp. (I, ;= 0,63, 1= 4,6); E. coli con
C. cayetanensis (IA‘B= 0,29, t= 2,9); G. intestinalis
con Cryptosporidium spp. (I, ;= 0,87, = &,1); G.
intestinalis con C. cayetanensis (1 AR 0,59, t= 4,9);
G. intestinalis con E. histolytica/dispar/moshkosvkii
(L= 035, 1= 2.9); Cryptosporidium spp. con C.
cayetanensis (I, ;= 0,93, 1= 8,9); Cryptosporidium
spp. con E. histolytica/dispar/moshkosvkii (1, ;=
0,46, 1= 3,5); Cryptosporidium spp. con C. belli (1, ;=
0,27, t=3,1); C. cayetanensis con C. belli (IA’B= 0,33,
t=2,1).

A pesar de que los individuos del sexo
femenino y los grupos de edad menores presentaron
mayores porcentajes de infeccion (Tabla III),
estas diferencias no resultaron estadisticamente
significativas (X’=0,27, P=0,60; X*=21,2; P=0,17,
respectivamente) (Tabla III).

En lo referente a los sintomas y signos
asociados a las coccidiosis intestinales (Tabla 1V),
la hiporexia (P=0,002; OR=3,24), epigastralgia
(P=0,001; OR=2,41) vy flatulencias (P=0,000;
OR=4,14), fueron las unicas manifestaciones
caracteristicas ~ relacionadas  significativamente
con estas infecciones; presentindose en 15,51%,
17,11% y 24,60% de los individuos con ooquistes de
coccidios intestinales y en el 5,88%; 8,56% y 9,09%
de sus contrapartes no parasitados, respectivamente.
Es importante sefialar que ninguno de los individuos
estudiados presentd inmunosupresion.

Dentro de las caracteristicas de higiene
personal y familiar (Tabla V), se encontraron
significativamente asociadas con la coccidiosis
intestinal: presentar ufias sucias (X?=20,19; P=0,000),
el lavado inadecuado de las manos (X’=49,61;
P=0,000), consumo de vegetales crudos (X°=6,12;
P=0,014), consumo de “comida rapida” (X*=5,10;
P=0,024) y andar descalzo (X?=3,92; P=0,048).
Entre las variables socio-economicas (Tabla VI),
solo fue estadisticamente significativa su asociacion
a las coccidiosis intestinales: pertenecer a un nivel
socioecondmico bajo (Grafffar: IV/V) (X*=7,66;
P=0,006). En relacion con la cria y tenencia de
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Tabla ll. Asociacion entre parasitos intestinales en Urumaco, Estado Falcén, Venezuela.
Taxon** N %*

Biparasitados

Enterobius vermicularis/Endolimax nana 1 0,69
G. intestinalis/Cystoisospora belli 1 0,69
Blastocystis spp./G. intestinalis 4 2,74
Blastocystis spp./E. nana 1 0,69
Blastocystis spp./Ascaris lumbricoides 1 0,69
Blastocystis spp./Anquilostomideos 1 0,69
Blastocystis spp./C. cayetanensis 3 2,06
Blastocystis spp./C. belli 1 0,69
Blastocystis spp./Cryptosporidium spp. 12 8,22
Blastocystis spp./E. histolytica/dispar/moshkosvkii 1 0,69
Blastocystis spp./E. coli 7 4,8
E. nana/A. lumbricoides 1 0,69
A. lumbricoides/Cryptosporidium spp. 1 0,69
Cryptosporidium sp./C. cayetanensis 12 8,22
Chilomatix mesnililC. cayetanensis 1 0,69
E. colilCryptosporidium spp. 1 0,69
Triparasitados

E. histolytica/dispar/moshkosvkyii/C. cayetanensis/C. belli 1 0,69
E. nana/A. lumbricoides/Blastocystis spp. 1 0,69
Blastocystis spp./C. cayetanensis/C. belli 1 0,69
Blastocystis spp./C. cayetanensis/Cryptosporidium spp. 21 14,38
Blastcystis spp./G. intestinalis/C. cayetanensis 1 0,69
Blastocystis spp./E. colil Cryptosporidium spp. 4 2,74
Blastocystis spp./G. intestinalis/ Cryptosporidium spp. 1 0,69
G. intestinalis/C. cayetanensis/C. belli 1 0,69
G. intestinalis/C. cayetanensis/Cryptosporidium spp. 2 1,37
Tetraparasitados

E. colilBlastocystis spp./C. cayetanensis/Cryptosporidium spp. 1 0,69
E. colilG. intestinalis/Blastocystis spp./Cryptosporidium spp. 1 0,69
Blastocystis spp./G. intestinalis/C. cayetanensis/Cryptosporidium spp. 4 2,74
Blastocystis spp./C. cayetanensis/Cryptosporidium spp./C. belli 3 2,06
Blastocystis/E. histolytica/dispar/moskosvky/C. cayetanensis/Cryptosporidium 3 2,06
E. colilBlastocystis spp./C. cayetanensis/Cryptosporidium spp. 3 2,06
E. colilG. intestinalis/C. cayetanensis/Cryptosporidium spp. 1 0,69
E. nanalBlastocystis spp./C. cayetanensis/C. belli 1 0,69
Pentaparasitados

Blastocystis spp./G. intestinalis/ Cryptosporidium spp./C. belli/C. cayetanensis 1 0,69
Hexaparasitados

Blastocystis spp./C. mesnililA. lumbricoides/C. cayetanensis/C. bellilCryptosporidium 1 0,69

*Los porcentajes se calcularon mediante la division del nimero de personas infectadas por un parasito/asociacion en cada una de las categorias (e.g.,
biparasitados) entre el numero total de individuos infectados (N=146).
**La significancia del indice de Fager (I, ;) para todos los pares de especies que co-ocurrieron se da en el texto.
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Tablallll. Prevalencia de coccidiosis intestinales por edad y sexo, en Urumaco, Estado Falcén, Venezuela.

Edad (afios)"™ Femenino* Masculino Total
N % N % N %

0-4 5 5,26 7 7,37 12 12,63
5-9 8 8,42 4 4,21 12 12,63
10-14 4 4,21 11 11,58 15 15,79
15-19 1 1,05 4 4,21 5 5,26
20-24 9 9,47 5 5,26 14 14,74
25-29 2 2,11 2 2,11 4 4,21
30-34 1 1,05 1 1,05 2 2,11
35-39 1 1,05 1 1,05 2 2,11
40-44 3 3,16 1 1,05 4 4,21
45-49 4 4,21 5 5,26 9 9,47
50-54 4 4,21 2 2,11 6 6,32
55-59 2 2,11 0 0 2 2,11
60-64 1 1,05 1 1,05 2 2,11
65-69 1 1,05 1 1,05 2 2,11
70-74 1 1,05 1 1,05 2 2,11
75-79 1 1,05 0 0 1 1,05
80-84 0 0 1 1,05 1 1,05
Total 48 50,53 47 49,47 95 100

*Las diferencias entre sexos (X?=0,27; P=0,60) y grupos de edades (X*=21,2; P=0,17) no fueron estadisticamente significativas.

animales domésticos (Tabla VII), se encontraron
significativamente asociadas con la coccidiosis
intestinal: merodeo de animales ajenos en vivienda
(X?=16,47; P=0,000), la no sujecion de los animales
(X?=17,18; P=0,008), su alimentacioén con desperdicios
(X’=6,08, P=0,014), su aseo infrecuente (X°=
3,84; P=0,000) y no suministrarles antiparasitarios
(X?=4,72; P=0,031).

Los OR obtenidos por ARLM se muestran
en la Tabla VIII. Como se detalla, los factores de
riesgo significativamente asociados con la infeccion
por coccidios intestinales, tal como lo sugieren
sus elevados OR, fueron: presentar ufias sucias
(OR=1,33), consumo de “comida rapida” (OR=2,11),
andar descalzo (OR=1,16), pertenecer a nivel
socioeconomico [V y V (OR=2,89), que merodeen
animales ajenos en las viviendas (OR=1,01), y que
anden sin amarre o realengos en peridomicilio de sus
duefios (OR=2,79), la alimentacion de los animales
con desperdicios (OR=1,9) y sin suministro de drogas
antiparasitarios (OR=3,54) (Tabla VIII).
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Por otro lado, tal como se muestra en la Tabla
VIII, se considera que el modelo obtenido cuenta con
un buen ajuste, ya que se obtuvo un nivel significativo
en la Razon de Verosimilitud, y la prueba de Hosmer-
Lemeshow mostré valores no significativos.

DISCUSION

En la presente investigacion se delimitaron
como comunidades de estudio tres sectores (Sabaz,
Puesto Policial y Estadio) de Urumaco del Estado
Falcon, Venezuela, cuyas caracteristicas socio-
demograficas son: poblacién joven y con una tasa
de natalidad alta, con un nivel socioecondémico bajo
(estrato IV y V: 78,1%), tipicas de paises en vias
desarrollo, con infraestructura sanitaria pobre y
sistemas de salud ineficientes (Becerril, 2011). Por
ello, no es sorprendente la elevada prevalencia de
78,07% de parasitosis intestinal detectada en esta
comunidad, basado en una simple muestra fecal.
Esto coincide con estudios similares efectuados
en otras regiones del pais, incluyendo la region
falconiana; constituyéndose en una de las principales
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Tabla IV. Manifestaciones caracteristicas asociadas

Falcon, Venezuela

Cazorla Perfetti D. et al.

a coccidiosis intestinales en Urumaco, estado

o Con coccidios Sin coccidios OR (95%
Caracteristica X2 P Intervalo de
N % N % confianza)*
Diarrea
Si 13 6,95 15 8,02 0,251 3,24 -
No 82 43,85 77 41,18
Hiporexia
Si 29 15,51 1 5,88 9,59 0,002** (1 ’4:2_274,50)
No 66 32,29 81 43,32
Pérdida de peso
Si 1 5,88 6 3,21 1,44 0,23 -
No 84 44,92 86 46
Epigastralgia
Si 32 17,11 16 8,56 6,5 0,01** R ’125’51';’09)
No 63 33,68 76 40,64
Cdlicos
Si 44 23,53 32 17,11 2,57 0,11 -
No 51 27,27 60 32,08
Malestar General
Si 18 9,63 10 5,35 2,39 0,12 -
No 77 41,18 82 43,85
Distension abdominal
Si 31 16,58 19 10,16 3,42 0,065 -
No 64 34,22 73 39,04
Diarrea Acuosa
Si 11 5,88 4 2,14 3,31 0,07 -
No 84 44,92 88 47,06
Flatulencias
Si 46 24,6 17 9,09 18,76  0,000** 4,14
’ ’ ’ ’ (2,04-8,50)
No 49 26,2 75 40,11
Nauseas
Si 16 8,56 14 7,41 0,092 0,76 -
No 79 42,25 78 41,71
Alza térmica
Si 0 0 0 0 - - -
No 95 50,8 92 49,19
Dolor Abdominal
Si 39 20,86 26 13,9 3,37 0,06 -
No 56 29,95 66 35,29

*Solo se incluyen los OR que resultaron estadisticamente significativos, que se calcularon en la Tabla de Contingencia.**Estadisticamente significativo.
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Tabla V. Caracteristicas de higiene personal y familiar y su asociacion con coccidiosisis intestinales en
Urumaco, estado Falcén, Venezuela.

Con coccidios Sin coccidios Total

Caracteristica X? P
N % N % N %

Geofagia
Si 4 100 0,0 0,0 4 2,13

1,75 0,187
No 91 49,72 92 50,27 183 97,86
Ufas sucias
Si 59 68,60 27 31,39 86 45.99

20,19 0,000*
No 36 35,64 65 64,36 101 54,01
Unas largas
Si 14 60,86 9 39,13 23 12,30

1,06 0,30
No 81 49,39 83 50,60 164 87,70
Lavado adecuado de manos
Si 6 10,90 49 89,09 55 29,41

49,61 0,000*
No 89 67,42 43 32,57 132 70,59
Consumo de vegetales crudos
Si 78 56,11 61 43,88 139 74,33

6,12 0,014*
No 17 53,41 31 64,58 48 25,67
Consumo de “comida rapida”
Si 61 58,09 44 41,90 105 56,15

5,10 0,024*
No 34 41,46 48 58,53 82 43,85
Frecuencia de bafio
1 94 50,53 92 49,46 186 99,47

0,001 0,98
22 1 100 0,0 0,0 1 0,53
Juega en piso de tierra
Si 37 57,81 27 42,18 64 34,22

1,91 0,17
No 58 47,15 65 52,84 123 65,78
Anda descalzo
Si 40 60,60 26 39,39 66 35,30

3,92 0,048*
No 55 45,45 66 54,54 121 64,70
Juega con mascotas
Si 14 45,16 17 54,83 31 16,58

0,47 0,49
No 81 51,92 75 48,07 156 83,42
Lavado de frutas
Agua 52 53,06 46 46,93 98 52,41

0,47 0,52
Vinagre/ Limoén 43 48,31 46 51,68 89 47,59
Consumo de agua no potable
Si 27 57,44 20 42,55 47 25,13

1,10 0,29
No 68 48,57 72 51,42 140 74,87
Ebullicion de agua
Si 4 66,66 2 33,33 6 3,21

0,62 0,43
No 91 50,27 90 49,72 181 96,79
Disposicion de excretas campo raso
Si 26 50 26 50 52 27,81

0,019 0,89
No 69 51,11 66 48,88 135 72,19

*Estadisticamente significativo.



enfermedades gastrointestinales de origen infeccioso
(Devera et al., 2005a,b; Tutaya et al., 2006; Humbria
& Toyo, 2011; Pérez et al., 2011; Cazorla et al., 2012;
Tedesco et al., 2012).

Llama la atencion que sin aplicarse técnicas
parasitologicas de concentracion, asi como tampoco
técnicas moleculares, ni inmunoldgicas y con una
sola muestra de heces, en 187 individuos de todos los

Cazorla Perfetti D. et al.

grupos de edades muestreados al azar se encontr6 una
prevalencia de 50,80% de coccidiosis intestinal en los
3 sectores estudiados. Esta cifra puede considerarse
elevada, especialmente si se tiene en cuenta que
eran individuos aparentemente inmunocompetentes,
y se compara con estudios similares realizados
en Latinoamérica, incluyendo Argentina (1,3%)
(Salomon et al., 2007); Peru (5,4-8,9%) (Huiza et al.,
2004; Chincha et al., 2009); Guatemala (7,14-13,7%)

Tabla VI. Caracteristicas socio-econémicas y su asociacion con coccidiosisis intestinales en Urumaco,

estado Falcén, Venezuela.

Con coccidios Sin coccidios Total
Caracteristica X2 P
N % N % N %

Piso
Cemento/Ceramica 93 50,54 91 49,45 184 98,39 1,1 0,58
Tierra 2 66,66 1 33,33 3 1,6
Suministro de Agua
Tuberia 0 0 0 0 0 0 0,001 0,98
Cisterna 95 50,8 92 48,93 187 100
Almacenamiento de Agua
Tanque 45 45 55 55 100 53,47 2,89 0,09
Pipa 50 57,47 37 42,52 87 46,52
Mayor uso de agua
Comida 0 0 2 100 2 1,07 0,37 0,54
Aseo personal y ropa 95 51,35 90 48,65 185 98,93
Recoleccion de basura
Pipa Sin tapa/bolsas 92 50,82 89 49,17 181 96,79 0,002 0,97
Pipa con tapa 3 50 3 50 6 3,21
Eliminacién de basura
Aseo Urbano 58 51,32 55 48,67 113 60,43 0,032 0,86
Incineracion/ Exteriores 37 50 37 50 74 39,57
Sitio para dormir
Cama 67 54,03 57 45,97 124 66,31 1,53 0,22
Hamaca 28 44,44 35 55,55 63 33,69
Conocimiento de parasitosis
Si 16 51,61 15 48,39 31 16,58 0,01 0,92
No 79 50,64 77 49,36 156 83,42
Personas/ cama
1 63 55,26 51 44,73 114 60,96 2,32 0,13
>2 32 43,84 41 56,16 73 39,04
Nivel socioecondmico
1,10, 1 13 31,7 28 68,29 41 21,93 7,66  0,006*
v, V 82 56,16 64 43,84 146 78,07

*Estadisticamente significativo.
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Tabla VII. Tenencia y cria de animales domésticos y su asociaciéon con coccidiosisis intestinales en
Urumaco, estado Falcén, Venezuela.

Caracteristica Con coccidios  Sin coccidios TOTAL X2 p

N % N % N %
Tenencia*™*
Si 59 50,42 58 49,57 117 62,57 0,02 0,9
No 36 5142 34 4857 70 37,43
Merodean animales ajenos vivienda
Si 84 5915 58 40,84 142 7594 16,47 0,000*
No 11 2444 34 7555 45 24,06
Amarre+
Si 21 375 35 62,5 56 47,86 7,18 0,008*
No 38 62,3 23 37,7 61 52,14
Visitan sus animales otros animales+
Si 36 58,06 26 4193 62 5299 3,07 0,081
No 23 4181 32 58,18 55 47
Alimentacién con desperdicios+
Si 47 58,02 34 4197 81 69,23 6,08 0,014*
No 12 3333 24 6666 36 30,77
Lavado de bebedero/comedero+
Si 38 5135 36 4864 74 6325 0,07 0,79
No 21 48,83 22 51,16 43 36,75
Lavado de comedero/ bebedero con jabon+
Si 8 61,54 5 38,46 13 1,11 0,72 0,4
No 51 49,04 53 50,96 104 88,89
Aseo frecuente+
Si 27 4218 37 57,81 64 54,7
No 32 6037 21 3962 53 45,3 3,84 0,051*
Higiene de area de permanencia+
Si 30 5454 25 4545 55 47 0,7 0,4
No 29 46,77 33 53,22 62 53
Utiliza jabon para el lavado del area+
Si 8 61,54 5 38,46 13 1,11 0,72 0,4
No 51 49,04 53 50,96 104 88,89
Control con el veterinario+
Si 4 5714 3 42,85 7 5,98 0,13 0,71
No 55 50 55 50 110 94,01
Suministro antiparasitario+
Si 7 87,5 1 12,5 8 6,83
No 52 47,7 57 5229 109 93,16 4,72 0,031*
Lugar de defecacion+
Intradomicilio 1 33,33 2 66,66 3 2,56 0,36 0,55
Peridomicilio 58 50,87 56 49,12 114 97,43

*Estadisticamente significativo.
**[ncluye aves, caprinos, caninos, equinos y/o felinos domésticos. +EI X? se calculd con base a 117 personas que poseen animales.
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(Vela, 2000) y México (9,8%) (Miller et al., 1994). De
manera similar ocurre cuando se hace comparaciones
con otras regiones de Venezuela: DF (8%) (Chacon et
al., 2009), estados Carabobo (0,8%) (Barrios et al.,
2004), Bolivar (10,9%-13,1%) (Devera et al., 2005a;
2010; Tutaya et al., 2006), Zulia (11,8-13%) (Chacin-
Bonilla ef al., 2008; Freites et al., 2009), y dentro del
mismo estado Falcon (26,11- 28,6%) (Humbria &
Toyo, 2011; Cazorla et al., 2012).

Ademas de haber sido el parasito intestinal
mayormente detectado, el monoparasitismo debido a
Blastocystis spp. también fue el de mayor prevalencia.
Asimismo, este taxon cromista se presentd en elevada
frecuencia en asociacion con hasta 6 taxones de
parasitos intestinales. El poliparasitismo posee mayor
impacto sobre las comunidades de hospedadores
que el monoparasitismo. Por otra parte, resalta el
hecho que las asociaciones parasitarias, en especial
de los coccidios intestinales, se presentaron de
forma significativa (“¢”> 1,645; a = 5%) con varios
protozoos/cromistas, lo cual corrobora observaciones
previas en la zona semiarida falconiana (Humbria &
Toyo, 2011; Cazorla et al., 2012). Desde un punto
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de vista epidemiologico, esto aparece como una
indicacion de similares mecanismos de transmision,
del deterioro ambiental por fecalismo, de condiciones
socio-econdmicas, de higiene personal y comunitaria
deficientes. Esto ultimo indicado, se ve apoyado por el
hallazgo de algunas variables estudiadas como el nivel
socioeconoémico IV y V (OR= 2,89), no asearse las
ufias (OR=1,33) y el merodeo de animales ajenos en las
viviendas (OR=1,01), o que no los amarren (OR=2,79),
las cuales se encontraron significativamente asociadas
con la presencia de coccidios intestinales. Es
particularmente destacable la asociacion con las ufias
sucias, lo que refuerza la idea de que la ruta fecal-
oral es ain importante en la trasmision. Desde un
punto de vista clinico, se debe tomar en cuenta que a
semejanza de los enterococcidios, otros protozoarios/
cromistas como Blastocystis spp. y G. intestinalis
son importantes agentes de diarrea humana, ademas
de otras sintomatologias gastrointestinales, por
lo que se hace necesario realizar un diagnostico
parasitoldgico preciso; esto debido a que el esquema
quimioterapéutico para ambos casos es diferente
(Becerril, 2011; Botero & Restrepo, 2012; Montalvo
etal.,2013).

Tabla VIIl. Odds Ratios (OR) obtenidos del analisis de regresion logistica multiple (ARLM) para factores
de riesgo potencialmente asociados a coccidios intestinales en Urumaco, estado Falcén, Venezuela.

OR (95% intervalo de

Variable Coeficiente Error estandar Estadistico Wald  VIF* . .
confidencia)

Tener ufas sucias 0,29 0,35 0,68 1,01 1,33 (0,67-2,64)

Lavado inadecuado de 1,92 0,4 22,93 1,08 0,15 (0,10 - 0,32)

manos

Consur*rlo de vegetales 0,32 0.39 0,66 1,01 0,73 (0,34 -1,57)

crudos

Consumo de “comida 0,75 0,35 4,57 1,1 2,11 (1,06 - 4,20)

rapida

Andar descalzo** 0,15 0,35 0,18 1,05 1,16 (0,59- 2,31)

Nivel IV/V de Graffar* 1,06 0,42 6,43 1,07 2,89 (1,27-6,57)

Merodeo de animales ajenos 0,01 0,41 0 109 1,01(0452,23)

en vivienda

Animales sin amarre+ 1,03 0,46 5,1 1,77 2,79 (1,15-6,82)

Alimentacion de animales con g 0,47 1,82 223 190(0,75-4,81)

desperdicios+

Aseo infrecuente de 1,26 0,51 6,17 1,91 0,28 (0,10-0,77)

animales+

No desparasitacion de 1,26 0,84 2,26 1,03 3,54 (0,68-18,44)

animales+

*Factor de inflacion de la varianza. **El ARLM se hizo con el total de 187 individuos muestreados (Razén de verosimilitud: -2LL = 215,48, X*= 43,62,
P<0,001; prueba de Hosmer-Lemeshow: X°= 11,412, P=0,234). +El ARLM se realizé con los 117 individuos que poseen animales domésticos (Razon de
verosimilitud: -2LL = 244,98; X’=14,12; P=0,007; prueba de Hosmer-Lemeshow: X°= 1,029; P=0,994).
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La prevalencia de criptosporidiosis
detectada en habitantes de Urumaco, tanto en
individuos asintomaticos como sintomaticos, fue de
40,64%, siendo la enteroparasitosis mas prevalente
después de las infecciones debidas al taxon cromista
Blastocystis spp., y la primera entre las especies de
coccidios. Esta cifra se puede considerar elevada,
si se compara con las observadas en otras regiones
de Venezuela, incluyendo los estados Bolivar (0,6-
10,9%) (Devera et al., 2005a; 2007; Tutaya et
al., 2006; Devera et al., 2010), Zulia (11,8-13%)
(Chacin-Bonilla et al., 2008; Freites et al., 2009),
Carabobo 0,8% (Barrios et al., 2004), Trujillo (28%)
(Pérez et al., 2011), o dentro del semiarido rural del
estado Falcon 17,83-20% (Humbria & Toyo, 2011;
Cazorla et al., 2012). El hecho de que sus ooquistes
son infectivos una vez que se excretan, posean un
componente zoonotico y sean altamente resistentes
a los tratamientos quimicos comunmente utilizados
(e.g., cloro), hace de este entero-coccidio de una alta
transmisibilidad (Compai-Barco et al., 1991; Fayer,
2004; Becerril, 2011; Botero & Restrepo, 2012). La
manifestacion clinica mas relevante es la diarrea
aguda secretora que puede ser modificada por el
estado inmunoldgico del hospedador, se autolimita en
pacientes inmunocompetentes y puede evolucionar
a choque hipovolémico y muerte en pacientes con
inmunosupresion (Becerril, 2011; Botero & Restrepo,
2012).

La infeccion por C. cayetanensis se presentd
en el 36,6% de las personas muestreadas. Esta tasa
de ciclosporiosis es mas elevada que la observada en
otras partes de Venezuela, incluyendo el estado Falcon
(Devera et al., 2005a; 2007; Tutaya et al, 20006;
Devera et al., 2010; Humbria & Toyo, 2011; Cazorla
et al., 2012). Es un protozoo coccidio muy prevalente
en las zonas tropicales, pudiendo ocasionar diarrea
acuosa y explosiva en pacientes inmunocompetentes;
y en los inmunocomprometidos en especial los de
VIH/SIDA, les produce diarrea cronica (Becerril,
2011; Botero & Restrepo, 2012)

Dentro de los coccidios, la prevalencia de C.
belli fue la mas baja detectada (6,95%), pero similar
0 mas elevada a las de otros protozoos/comensalistas
y geohelmintos intestinales observados en Urumaco.
Esta cifra es similar o mayor a la encontrada en otras
regiones de Venezuela (e.g., estado Bolivar: 0-0,6%)
(Devera et al., 2005a; 2007; Tutaya et al, 20006;
Devera et al., 2010), o en otras zonas del semiarido
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rural de Falcon (1,91%: Cazorla et al., 2012; 6,8%:
Humbria & Toyo, 2011). Es relevante indicar que en
pacientes VIH/SIDA se han encontrado guarismos de
hasta 24,4% (Certad et al., 2003; Rivero-Rodriguez et
al.,2013).

Tal como se detectd en otras poblaciones
del semiarido falconiano (Humbria & Toyo, 2011;
Cazorla et al., 2012), en Urumaco no se encontrd
una relacidon estadisticamente significativa entre
la prevalencia de las entero-coccidiosis y la edad
y el sexo, lo que sugiere que independientemente
de ambos parametros todos los individuos se
encuentran expuestos de una manera similar a los
factores de riesgo; pudiendo tener mayor relevancia
otras caracteristicas como las practicas de higiene
individual, familiar o comunitarias, o las de tipo
socio-econdémico.

El analisis estadistico de las manifestaciones
clinicas, arrojo que solamente la hiporexia (OR=3,24),
flatulencias (OR=2,41) y epigastralgia (OR=4,14)
se encontraron significativamente asociadas a la
presencia de los entero-coccidios, tal como los
resultados obtenidos en otra investigacion similar en
la zona semiarida falconiana (Cazorla et al., 2012).
La epigastralgia se puede explicar por las alteraciones
tanto histologicas (atrofia, hiperplasia de criptas,
pérdida de epitelio) y fisioldgicas (disminucion
de enzimas, nutrientes, electrolitos) que generan
estos protozoos apicomplejos en las vellosidades
intestinales, lo que induce la liberacion de los
mediadores pro-inflamatorios (e.g., interleuquinas,
quimiocinas, prostaglandinas) con el subsecuente
dolor visceral; estas mismas sustancias propias de
la inflamacion (e.g., prostaglandinas, interleuquinas)
pueden ejercen efectos sistémicos (sistema nervioso,
musculo esquelético) llevando a la hiporexia (Fayer,
2004; Becerril, 2011; Thomas, 2011). A diferencia de
un trabajo previo en otra poblacion del semiarido rural
falconiano (Cazorla et al., 2012), en el muestreo de
Urumaco la diarrea no se encontro significativamente
asociada a la presencia de los entero-coccidios,
resultando so6lo 13 (6,95%) individuos infectados con
la afeccion. Esto se podria explicar por el hecho de
que la coccidiosis intestinal cursa en muchos casos de
forma asintomatica en pacientes inmunocompetentes
(portadores  asintomaticos), quienes  pueden
desarrollar resistencia a la infeccion si se exponen
de manera repetida al parasito; sin embargo, estos
individuos poseen una importancia epidemiologica,
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ya que al excretar los ooquistes mantienen los ciclos
de la infeccion sin ser detectados; situacion que se
agrava cuando existe un componente zoondtico
(e.g., Cryptosporidium spp.), y pudiendo ser fuente
de infeccion de multiples especies de hospedadores
(Becerril, 2011).

El consumo de “comida rapida” (“fast food”)
fuera del nticleo familiar en >50% de los casos, resultd
ser otro potencial factor de riesgo significativamente
asociado con la infeccidon por coccidios intestinales
para los habitantes de Urumaco (OR=2,11). Esto debe
alertar a las autoridades sanitarias, especialmente si se
toma en cuenta que en un estudio hecho en muestras
de vegetales utilizadas en la preparacion de este tipo
de comidas (e.g., “perros calientes”, hamburguesas)
en el semiarido urbano falconiano, se detectd
ooquistes de Cryptosporidium spp., C. cayetanensis
y/o C. belli, ademas de otras taxa de enteroparasitos,
en casi el 80% de los casos. Mas preocupante aun
fue que los propietarios de los locales comerciales
indicaron que en su mayoria cumplian con las
normas sanitarias, lavando con vinagre/limén vy
usando guantes, los vegetales, los cuales mantenian
en refrigeracion (Cazorla et al., 2013). Por otra parte,
se debe tomar en cuenta que a la region falconiana
permanentemente asisten numerosos turistas que
consumen asiduamente “comidas rapidas”, por lo que
se corre el riesgo potencial de adquirir infecciones
enteroparasitarias, como, entre otras, la “diarrea del
viajero” (Cazorla et al., 2013).

Sedeberesaltar el hecho de que el merodeo de
animales domésticos ajenos (aves, caprinos, caninos,
equinos y/o felinos) en las viviendas (OR= 1,01),
permanecer sin amarre en los peridomicilios de sus
duefios (OR= 2,79), la alimentacion con desperdicios
(OR= 1,9) y sin suministro de drogas antiparasitarias
(OR= 3,54), aparecen como factores potencialmente
importantes en la dindmica de transmision y
mantenimiento endémico de los enterococcidios en
Urumaco. Similares perfiles se detectaron en otra
pequetia comunidad del semiarido rural falconiano
(Cazorla et al, 2012). Dado el comportamiento
zoondtico por ejemplo de la criptosporidiosis, se corre
el riesgo de contaminacion fecal si no se controlan
estas parasitosis en los animales con la desinfeccion
de locales y establos, sin permitir la convivencia de
especies susceptibles y animales de diversas edades,
y suministro de vacunaciones, desparasitaciones y
alimentacion adecuada (Compaii-Barco et al., 1991;
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Fayer, 2004; Becerril, 2011; Botero & Restrepo,
2012).

En virtud de la problematica expuesta, se
recomienda incluir el método diagndstico de Kinyoun
en los laboratorios de la red sanitaria publica nacional;
difundir cursos de actualizacion orientados a dar
a conocer todo lo relacionado sobre las coccidiosis
intestinales (e.g., generalidades, diagnostico y
tratamiento), especialmente en el gremio médico
que labora en el area rural; y para futuros estudios,
incorporar técnicas inmunoldgicas y moleculares
para determinar con mayor exactitud las fuentes
de contaminacion y el potencial zoonoético de las
enterococcidiosis, y sus patrones eco-epidemioldgicos
en general. Esto dara las bases para implementar
programas de vigilancia epidemioldgica eficientes,
incluyendo la promocion de salud y prevencion,
contra estas infecciones enteroparasitarias.

Conflicto de intereses: Ninguno.
AGRADECIMIENTOS

A los habitantes y Consejos Comunales
de Urumaco; Oficinas regionales de Malariologia
y SILOS-Coro por donacion de medicamentos
antiparasitarios.

REFERENCIAS

Acosta M., Cazorla D. & Garvett M. (2002).
Enterobiasis en escolares de una poblacion rural
del Estado Falcon, Venezuela y su relacion con el
nivel socio-economico. /nvest. Clin. 43: 173-181.

Barrios E., Delgado V., Araque W., Chiang M.,
Martinez L., Materan G., Lopez Y. & Peralta
J. (2004). Cryptosporidium: diagnéstico y
prevalencia en nifios sanos del estado Carabobo,
Venezuela. Salus. 8: 45-52.

Becerril M. (2011). Parasitologia Médica. 3a edicion.
Editorial Mc Graw Hill: D.F., México.

Botero D. & Restrepo M. (2012). Parasitosis humanas.
Sa edicion. Corporacion para Investigaciones
Biologicas: Medellin, Colombia.

Cazorla D., Acosta M., Acosta M. & Morales
P. (2012). Estudio -clinico-epidemioldgico de

171



Coccidiosis intestinales en el estado Falcon, Venezuela

coccidiosis intestinales en una poblacion rural de
region semiarida del estado Falcon, Venezuela.
Invest. Clin. 53: 273-288.

Cazorla D., Morales, P. & Chirinos P. (2013).
Evaluacion parasitologica de cuatro especies
de vegetales utilizados en establecimientos de
“comida rapida” en Coro, Falcon, Venezuela.
Rev. Venez. Cienc. Tecnol. Aliment. 4: 032-046.

Certad G., Arenas-Pinto A., Pocaterra L., Ferrara G.,
CastroJ., BelloA. & Nuiiez L. (2003). Isosporiasis
in Venezuelan adults infected with human
inmunodeficiency virus clinical characterization.
Am. J. Trop. Med. Hyg. 69: 217-222.

Chacin-Bonilla L., Mejia M. & Estévez J. (2003).
Prevalence and pathogenic role of Cyclospora
cayetanensis in a Venezuelan community. Am. J.
Trop. Med. Hyg. 68: 304-306.

Chacin-Bonilla L., Barrios F. & Sanchez Y. (2008).
Environmental risk factors for Cryptosporidium
infection in an island from Western Venezuela.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 103: 45-49.

Chacon N., Salinas R., Kuo E., Duran C,,
Marquez W. & Contreras R. (2009). Ocurrencia
de Isospora belli, Cryptosporidium spp. y
Cyclospora cayetanensis en pacientes urbanos
evaluados por sintomas gastrointestinales con o
sin inmunosupresion. Rev. Fac. Med. 32: 124-
131.

Chincha O., Bernabé-Ortiz A., Samalvides F., Soto
L, Gotuzzo E. & Terashima A. (2009). Infecciones
parasitarias intestinales y factores asociados a la
infeccion por coccidias en pacientes adultos de
un hospital publico de Lima, Peru. Rev. Chil.
Infect. 26: 440-444.

Compan-Barco M., Llopis-Gonzéalez A. & Morales
M. (1991). Consideraciones epidemiologicas
sobre criptosporidiosis. Rev San. Hig. Pub. 65:
363-370.

Devera R., Blanco Y. & Cabello E. (2005a). Elevada
prevalencia de Cyclospora cayetanensis en
indigenas del estado Bolivar, Venezuela. Cad.
Satide Publica. 21: 1778-1784.

172

Devera R., Finali M., Franceschi G., Gil S. &
Quintero O. (2005b). Elevada prevalencia de
parasitosis intestinales en indigenas del Estado
Delta Amacuro, Venezuela. Rev. Biomed. 16:
289-291.

Devera R., Ortega N. & Suarez M. (2007). Parasitos
intestinales en la poblacion del Instituto Nacional
del Menor, Ciudad Bolivar, Venezuela. Rev. Soc.
Ven. Microbiol. 27: 349-363.

Devera R., Blanco Y., Certad I., Figueras L. &
Femayor A. (2010). Prevalence of intestinal
coccidian in preschool children from San Felix
City, Venezuela. Rev. Soc. Ven. Microbiol. 30: 61-
64.

Fayer, R. (2004). Cryptosporidium: a water-borne
zoonotic parasite. Vet. Parasitol. 126: 37-56.

Thomas, D. (2011). Use of orexigenic medications in
geriatric patients. Am. J. Geriatr. Pharmacother. 9:
97-108.

Freites A., Colmenares D., Pérez M., Garcia M. &
Suarez O. (2009). Infeccion por Cryptosporidium
sp. y otros parasitos intestinales en manipuladores
de alimentos del estado Zulia, Venezuela. Invest.
Clin. 50: 13-21.

Huiza A., Espinoza Y., Rojas R., Sevilla C, Pilar
A.Verastegui R., Quispe E., Romualdo G.,
Angeles Z., Candiotti J. & Huapaya P. (2004).
Deteccion de coccidios en niflos asintomaticos
mediante esporulacion de muestras fecales. An.
Fac. Med. Lima. 65: 239-242.

Humbria L. & Toyo M. (2011). Estudio clinico-
epidemioldgico de parasitosis intestinal en nifios
y adolescentes de una comunidad rural del
estado Falcon, Venezuela. Trabajo de Ascenso.
Universidad Nacional Experimental Francisco de
Miranda Coro, estado Falcon, Venezuela.

Méndez- Castellano H., Lopez M., Landacta M.
& Gonzalez A. (1986). Estudio transversal de
Caracas. Arch. Venez. Puericult. Pediatr. 49: 111-
115.

Miller K., Duran-Pinales C., Cruz-Lopez A., Morales-
Lechuga L., Taren D. & Enriquez F. (1994).

Bol. Mal. Salud Amb.



Cryptosporidium parvum in children with diarrhea
in Mexico. Am. J. Trop. Med. Hyg. 51: 322-325.

Montalvo R., Ticona E., Navincopa M., Garcia Y.,
Chavez G., Chavez V., Arévalo J., Soria J. & Huiza
A. (2013). Diarrea recurrente por Cystoisopora
belli en pacientes con infeccion por VIH con
TARGA. Rev. Peru. Med. Exp. Salud Publica. 30:
326-330.

Pérez M., Duran 1., Gil M. & Pineda A. (2011).
Cryptosporidium sp. en pacientes que acuden al
ambulatorio Monay, y Hospital IVSS e IPASME
Trujillo. ACADEMIA. 10: 5-11.

Rivero-Rodriguez Z., Herndndez A., Bracho A.,
Salazar S. & Villalobos R. (2013). Prevalencia de
microsporidios intestinales y otros enteroparasitos
en pacientes con VIH positivo de Maracaibo,
Venezuela. Biomédica. 33: 538-545.

Salomoén M., Tonelli R., Borremans C., Bertello D.,
De Jong L., Jofré C., Enriquez V., Carrizo L. &

Cazorla Perfetti D. et al.

Costamagna S. (2007). Prevalencia de parasitos
intestinales en nifios de la ciudad de Mendoza,
Argentina. Parasitol. Latinoam. 62: 49-53.

Tedesco R., Camacaro Y., Morales G., Amaya
I., Blanco Y. & Devera R. (2012). Parasitos
intestinales en nifios de hogares de cuidado diario
comunitarios de Ciudad Bolivar, Estado Bolivar,
Venezuela. Saber. 24: 142-150.

Tutaya R., Blanco Y., Sandoval M., Alcala F., Aponte
M. & Devera R. (2006). Coccidiosis intestinal
en habitantes del barrio 6 de noviembre, Ciudad
Bolivar, Estado Bolivar, Venezuela. Rev. Biomed.
17: 152-154.

Vela C. (2000). Prevalencia y manifestaciones
clinicas de coccidios intestinales en pacientes
con VIH/SIDA. Trabajo de Grado. Universidad
Francisco Marroquin, Guatemala.

Recibido el 26/05/2014
Aceptado el 06/09/2014

Vol. LIV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2014

173



BOLETIN

DE MALARIOLOGIA

Y SALUD AMBIENTAL

Agosto-Diciembre 2014, Vol. LIV (2): 174-185

Achatina fulica Bowdich, 1822 (Mollusca, Gastropoda, Achatinidae) carrier of
Helminthes, Protozoa and Bacteria in northeast Venezuela

Achatina fulica Bowdich, 1822 (Mollusca, Gastropoda, Achatinidae) hospedador
de helmintos, protozoarios y bacterias en el noreste de Venezuela

Antonio Morocoima!, Valmore Rodriguez?, René Rivas®, Héctor Coriano’, Sigdelis Rivero!, Rosina Errante!,
Makeris Mitchell!, Leidi Herrera* & Servio Urdaneta-Morales**

Dedicated to Dr. Rafael Martinez Escarbassiere for his pioneering research on

RESUMEN

Por cuanto el molusco Achatina fulica nativo
del Africa es vector de helmintos, pero su relacién con
protozoarios y bacterias es poco conocida, decidimos
estudiar las excretas de 1.200 ejemplares capturados en los
estados Anzoategui, Monagas, Sucre y Nueva Esparta, del
noreste de Venezuela. Su moco pedal y heces mostraron
infeccion por los protozoarios Chilomastix spp., Trichomonas
spp., Giardia spp., Balantidium spp., Entamoeba spp.,
lodamoeba spp., Blastocystis spp. Y por los helmintos de
los grupos Ascarioidea, Trichuroidea, Ancylostomatidae y
Cestoda. El moco céfalopodal mostré unicamente larvas de
Rhabditida. Las bacterias Citrobacter freundii, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, K. azaenae, Aeromonas
hydrophila, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, Campylobacter spp. infectaron a las tres excretas.
Los mecanismos de transmisién y la composicion de las
excretas, como nichos fisiolégicamente apropiados para los
organismos encontrados, son discutidos en relaciéon con el
riesgo epidemioldgico que el molusco representa en salud
publica y veterinaria.

Palabras clave: Achatina fulica, carrier, helmintos,
protozoarios, bacterias, Venezuela.

INTRDUCCION

Achatina fulica (the Giant African snail,
called in Venezuela "caracol africano") is an arboreal
and terrestrial mollusk that frequently invades the
vegetated shores of tropical and subtropical water

Achatina fulica in America.
SUMMARY

The mollusk Achatina fulica, native to Eastern
Equatorial Africa, has been incriminated as a carrier or vector
of helminthes. Nevertheless, information in the literature as
regards its status as a carrier for bacteria is scarce, and we
could find no reference at all for its relation to protozoa. We
studied microscopically the excreta from 1200 snails captured
in Anzoategui, Monagas, Sucre and Nueva Esparta states,
in northeast Venezuela. The pedal mucus and feces were
infected by the protozoa Chilomastix spp., Trichomonas spp.,
Giardia spp., Balantidium spp., Entamoeba spp., lodamoeba
spp., Blastocystis spp., as well as helminthes of Ascarioidea,
Trichuroidea, Ancylostomatidae and Cestoda groups. The only
helminthes found in the cephalopodal mucus were Rhabditida
larvae. The three excreta were also infected by the bacteria:
Citrobacter freundii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
K. azaenae, Aeromonas hydrophila, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter spp. Risk of infection
and transmission mechanisms as well as the composition of the
excreta as appropriate physiological niches for the organisms
mentioned, are discussed with regard to the epidemiological
importance of this snail for in human and veterinary health.

Key words: Achatina fulica carrier, helminthes, protozoa,
bacteria, Venezuela.

bodies. The snails were introduced from Eastern
Equatorial Africa by humans and are currently
found in Asia (India, China, Japan, Philippines),
the Pacific, Madagascar, Indonesia, Australia,
the Caribbean Basin, the United States and South
America (Colombia, Venezuela, Ecuador, Brazil,
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Argentina) (Martinez Escarbassiere & Martinez,
1997; Correoso, 2006; USDA, 2008; Gutiérrez et
al.,2011).

Achatina fulica snails are polyphagous
(herbivores, carnivores, necrophages), and along
with organic detritus, their preferred food list to
date consists of over 500 known plant species,
ranging from coffee and bananas in the tropics
to potatoes and tobacco in more temperate zones.
The snails are voracious eaters and competitors
of native snails as well as habitat modifiers. Their
importance in agricultural systems gardens and as
agents for the reduction of biological diversity is
increasing at an alarming rate making them one of
the 100 most important pests worldwide (USDA,
2007; Zanol et al., 2010; Cardoso et al., 2012).

Furthermore, this species is an
intermediate host for nematode pathogens such as
Angiostrongylus cantonensis, the causal agent of
zoonotic meningoencephalitis and 4. costaricensis,
which produces abdominal ileocolitis. They are
thus also considered to represent a potential
zoonotic risk and a possible danger to public health
(Martinez Escarbassiere & Martinez, 1997; Teles et
al., 1997).

Achatina fulica, like all Achatinidae,
needs calcium for the formation of its shell and for
reproduction. It thus prefers environments rich in
calcium carbonate, such as limestone landscapes
with a pH of 7.0-8.0 and urban areas with abundant
cement or concrete. Snails are active in the early
morning, late afternoon, on cloudy, damp, or rainy
days and avoid direct sunlight (USDA, 2007).

The muci of the Mollusca are produced by
several glands that secrete the mucus through pores
that pass between the epidermal cells. Pedal mucus is
a gel produced when the foot gland of the snail, which
can detect vibrations, is stimulated mechanically or
chemically. This gel acts as a lubricant that permits
the snails to slide over the surface of terrestrial or
aquatic habitats by reducing friction between the
foot (sole) and the ground (the slime trail). It also
has strong adhesive properties that enable the snails
to crawl up vertical surfaces such as walls and roofs
without falling off. Furthermore, the mucus acts as a
means by which information regarding locomotion
direction, osmoregulation and the reparation of skin
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lesions can be conveyed as well as the type of food
travelled over and the snail’s sexual state (Skingsley
et al., 2000).

It is frequently difficult to differentiate
where the head of the snail ends and the foot
begins, so they are collectively called head-foot or
cephalopodium which is a typical morphological
character of all gastropods (Nordsieck, 2011) If the
snail is disturbed continuously or even violently it
discharges a clear foamy mucus by the synchronised
contraction of the cephalopodal gland, located in
the upper lateral region of the cephalopodium. This
mucus is composed of acidic, neutral and sulphated
mucins which behave as chemical barriers and
form part of the defense mechanisms of the innate
immunological system of the snails (Skingsley et
al., 2000; Pinchuck & Hodgson, 2009, 2012).

Achatina fulica was captured for the first
time in Venezuela in Caracas, the capital city,
and subsequently in the states of Miranda, Lara,
Portuguesa, Carabobo, Aragua, Nueva Esparta
(Margarita Island), Sucre, Monagas and the Delta
Amacuro and most recently in Zulia, Anzoategui and
Yaracuy states. The snails have been found in diverse
habitats; from forests to mountains and in both rural
and strictly urban areas (Martinez Escarbassiere &
Martinez, 1997; Martinez Escarbassiere et al., 2008;
Oletta & Carvajal, 2011). In Venezuela A. fulica
has been found infected with Schistosoma mansoni,
Strongyloides spp., Trichuris spp. and Hymenolepis
spp. (Liboria et al., 2010); the first case of human
infection by A. costaricensis was reported by Incani
et al. (2007).

To our knowledge, despite the extensive
geographical distribution and the importance of A.
fulica as a carrier or vector of helminthes, studies
regarding its status for bacteria are scarce and
infrequent, and as far as we know there are none
incriminating it as a carrier for protozoa (Utomo et
al., 1991; Cardoso et al., 2012). This, coupled with
the explosive dispersion of dense populations of the
snails in Venezuela, prompted this investigation. We
chose the northeast of Venezuela as our study area
due to the lack of investigations undertaken in this
region, despite continuous complaints of the snails’
presence made to the Eastern Center for Tropical
Medicine, Eastern University, (Anzoategui state) by
the local inhabitants.
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MATERIAL AND METHODS

Capture, maintenance, identification and
parasitological and microbiological analyses of the
snails

Snails were captured in the afore mentioned
habitats in the evening (USDA, 2007) from urban
areas in Anzoategui, Monagas, Sucre and Nueva
Esparta (Margarita [sland) states during the months of
June to August 2011 inclusive. Adult snails (average
length 18 cm, able to copulate and oviposit) were
collected by hand from plants, fruits and vegetables
in small farms and residential gardens, as well as on
walls outside human dwellings and pavements (Fig. 1
A/F). Latex gloves and safety glasses were worn at all
times to prevent any risk from infection.

After collection, snails were placed in
plastic bags, labeled according to date and collection
site and kept in the laboratory in darkness at a

relative humidity of 70%, and temperature 24-26°C.
They were fed with lettuce leaves (Lactuca sativa)
ad libitum (Liboria et al., 2010) thoroughly washed
with sterile saline solution and vinegar. Species were
identified according to Martinez Escarbassiere &
Martinez (1997).

For the parasitological study, three hundred
snails were collected from each of the four states
mentioned (n=1200). They were separated into
groups of 150 mollusks each from two municipalities
per state and placed in plastic containers 60 x 40 x
20 cm, divided internally into five compartments with
stiff plastic sheets and covered with perforated lids so
that the snails could breathe easily (Fig. 2A, B). Each
container was labeled according to the collection
site of the snails placed in it. Snails were washed
with sterile saline solution before placing them
individually in each of the five compartments and the
different types of mucus were obtained sequentially
using a sterile pipette, as follows: pedal mucus (3

Fig. 1. Achatina fulica. A) Specimens undergoing intercourse; B) eggs inside the snail observed after
dissection (400 X); C) eggs extracted by dissection (400 X); D) specimens attached to a plantain plant
(Musa paradisiaca) in a garden; E) snails and excreted feces attached to a taro leaf (Xanthosoma
sagiittifolium); F) individuals attached to wall of a house.
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Fig. 2. A) container used for maintaining the snails in the laboratory; B) container divided into five
compartments, perforated lid to allow the snails to breathe.

ml average) by lightly rubbing the snails feet with a
small, sterile applicator stick; cephalopodal mucus
(5 ml average) expressed by manual compression on
the cephalopodal gland and finally the feces (50 mg
average). In order to avoid fecal contamination, feces
released during the collection of the other excreta were
immediately recovered and both the compartment and
the snail were thoroughly washed before continuing
with their extraction. Samples of the three excreta
were taken with small sterile applicator sticks and
prepared as wet mounts by mixing them with drops
of sterile isotonic solution. They were examined
immediately for protozoa (trophozoites or cysts) and
helminthes (eggs, larvae or adults). The material was
also stained using Lugols solution in order to confirm
the identification of cysts and eggs. The presence of
coccidians was determined from samples stained with
Kinyoun’s solution. Fecal samples were prepared
according to the Kato-Katz method for qualitative
diagnosis. All preparations were sufficiently thin
so as to be spread smoothly and evenly under the
cover glass (75 x 37 mm) (Spencer & Monroe,
1961). Preparations were examined immediately
with an Olympus CH20 microscope (400X; 1,000X
magnification) and micrographs were taken using a
digital camera (Nikon Coolpix P550, resolution 16.1
megapixels) attached to the microscope.

The presence and identification of the
bacteria observed in the three types of excreta taken
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from ten snails captured from each of the four states
surveyed (n = 40), was done using Gram coloration
and by inoculation in gelatin agar Thiosulfate-
Citrate-Bile- Sucrose (TCBS), Xylose-lysine-
desoxycholate (XLD) agar, Salmonella-Shigella
(S-S) agar, MacConkey agar and MacConkey broth
(incubated at 35°C/24hs, under facultative aerobic
conditions); blood agar and chocolate agar (incubated
at 35°C/24hs under microaerophilic conditions);
Preston agar and chrome agar (incubated at 35°C/48hs
under microaerophilic conditions).

Ethics Considerations

All experiments involving animals were
conducted according to the current Bioethical Laws as
laid down by the Venezuelan Science and Technology
Ministry, and were approved by the Ethics Committee
and the Committee for Animal Care of the National
Fund for Science and Technology (FONACIT,
Caracas, Venezuela).

RESULTS
Results of the parasitological analyses of the mollusks

All three excreta types in every one of the
1,200 A. fulica specimens examined were infected
(Tables I, II). Both, the pedal mucus and the feces,
contained protozoa and helminthes taxa of human and
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Fig. 3. A) Chilomastix spp., trophozoite; B) Trichomonas spp., trophozoite; C) Giardia spp., cyst; D)
Balantidium spp., trophozoite; E) Entamoeba spp., cyst; F) Entamoeba spp., trophozoite; G) lodamoeba
spp., cyst; H: Blastocystis spp., vacuolar stage (1000X; bar= 10um).

Fig. 4. Eggs of: A) Ascaridida; B) Trichuroidea; C) Ancylostomatidae; D) Toxocaridae; E) Toxascaris
spp.; F) Hymenolepidae spp.; G) Rabdithida, female; H) Rabdithida, male, posterior end; I) Rabdithida
male; anterior end.
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or animal importance (Figs. 3A/H; 4A/I); coccidia
were not observed. The cephalopodal mucus was
infected by adult of one imputed Rhabditida. Protozoa
and helminthes were common in the pedal mucus and
feces of snails collected from all the states surveyed,
although the percentages of infection did vary. In
addition, these excreta contained larval stages of
Nematodes, highlighting the need for further studies
for their identification to gender or species level.

Results of the microbiological analyses of the
mollusks

The microbiological study (Tables III,
IV) showed that all three types of excreta sampled
from the 40 individuals examined, contained gram-
negative facultative anaerobic bacilli and coccobacilli
Enterobacteriaceae and Aeromonadaceae, as well as
other bacteria whose taxonomic status is not well
defined (Murray et al., 2009). All three types of
excreta were negative for levaduriforme yeasts.

DISCUSSION

All the helminthes found in 4. fulica snails
belong to taxa that require soil to complete their
development cycles. The Enterobacteriaceae, as well
as A. hidrofila, P. aeruginosa, A. baumanni, E. coli
and Campylobacter spp. also develop and proliferate
in soil, vegetation, decomposing organic material and
water (Murray et al., 2009), all of which are inhabited
by A. fulica.

On the other hand, it has been estimated
that 5.3 billion people are at risk of contracting
geohelminthiasis mainly caused by Ascaris,
Trichuris, Necator/Ancylostoma, Toxocara and
Toxascaris, with the highest prevalence reported from
Africa, Asia and Latin America. These helminthes
are endemic in America and the Caribbean, with
around 100, 84 and 50 million people infected with
the first three helminthes listed above, respectively.
Venezuela has been reported as being among the
countries with the highest risk of infection (27%
for Trichuris spp., indicating an urgent need for the
implementation of control measures according to
the latest recommendations drawn up by the PAHO
(Pullan & Brooker, 2012; Chammartin et al., 2013).

Similar health risks have been linked to
the presence of the protozoa and bacteria found
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in the snail’s excreta during this investigation,
which taken together, are responsible for three of
the greatest current global public health problems.
This is especially true for populations with a high
degree of poverty, an inadequate water supply and
poor sanitation and health education (Murray et
al.,2009; Duc et al., 2011, Pullan & Brooker, 2012); a
situation typical of many tropical countries, including
Venezuela.

Furthermore, two of the bacteria identified in
the snails examined, E. coli and Campylobacter spp.,
have been singled out as being among the seven most
important bacterial pathogens for humans (Faruque,
2012).

Investigations on the composition,
characterization and functions of the microbiota
in the gastrointestinal tract of the Mollusca and in
particular A. fulica, are scarce. According to Charrier
et al. (2006) in Helix spp. the digestive tract is acidic
in the crop but neutral or alkaline in the intestine.
This highlights the dependence of these snails on the
high biochemical potential of their diverse bacterial
microbiota for the degradation and fermentation of
the principal vegetable components (soluble sugars
and polymers) that make up their diet.

Cardoso et al. (2012) also found diverse,
abundant and metabolically active bacterial
communities that included, among others,
Aeromonas, Citrobacter, Klebsiella, Acinetobacter
and Pseudomonas in the intestinal tracts of Giant
African snails starved for 72 hours in order to
minimize the presence of transient bacteria. This
leads us to suppose that these bacteria are native to
the intestinal tracts of A. fulica making it "per se” a
very effective disperser of these organisms.

The bacteria are probably acquired by A.
fulicathrough its diet, the polyphagous nature of which
results in the development of a structurally complex
and highly diverse microbiotic community. The
impact of biotic and abiotic factors on this bacterial
community should, however, be investigated. These
bacteria are responsible for the digestion of complex
polysaccharides, by converting sugars to short-chain
fatty acids and synthesizing amino acids and essential
vitamins. Cardoso et al. (2012) suggest that this
microbiota enables the snails to adapt to different
diets. It is thus important to determine their species
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Table Ill. Presence (+) or absence (-) of bacteria in the pedal mucus, cephalopodal mucus and feces of
Achatina fulica captured in Anzoategui and Monagas states (Northeast Venezuela).

Anzoategui Monagas State
Excreta Taxa Number of examined Number of examined
exemplars. N=10 exemplars. N=10
Escherichia coli * + +
Citrobacter freundii * + +
Klebsiella azaenae * + +
Pedal mucus Klebsiella pneumoniae * + +
Aeromonas hydrophila ** + +
Acinetobacter baumannii *** + +
Pseudomonas aeruginosa *** + +
Campylobacter spp.*** + +
Escherichia coli * - -
Citrobacter freundii * + +
Klebsiella azaenae * - -
Cephalopodal Klebsiella pneumoniae * + +
mucus Aeromonas hydrophila ** + +
Acinetobacter baumannii *** - -
Pseudomonas aeruginosa *** + -
Campylobacter spp.*** - +
Escherichia coli * + +
Citrobacter freundii * - +
Klebsiella azaenae * + +
Klebsiella pneumoniae * + +
Feces

Aeromonas hydrophila ** + +
Acinetobacter baumannii *** + +

*hk

Pseudomonas aeruginosa

Kk

Campylobacter spp.

*=Enterobacteriaceae; **=Aeromonadaceae; ***=Taxonomic status is not well defined (Murray et al., 2009)

composition, in order to provide knowledge that could
contribute to the elaboration of strategies for snail
control. With this in mind, we would like to mention
the fact that 4. hydrophila (Aeromonadaceae) the
causal agent of diseases in humans, fish and mollusks
and identified in all three excreta types collected from
A. fulica, has been implicated in its decline in several
geographic regions (Yamada et al., 2011).

The polyphagous diet of 4. fulica, together
with its physiologically high environmental
adaptability and capacity to proliferate in an eclectic
range of habitats over a wide geographic range (in
Venezuela, snails have been reported as having
invaded 60% of the national territory; Martinez
Escarbassiere ef al. (2008); Oletta & Carvajal (2011))
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are characteristics that make it a very important
carrier and disperser of protozoa, helminthes and
bacteria. So much so that has been reported to “sow”
terrestrial environments and contaminate water
bodies with these organisms and has thus become an
excellent indicator for their presence (Liboria et al.,
2010).

These pathogens may be transmitted from
A. fulica to humans and animals by the ingestion
of raw plant products and water infected by their
excreta (Faruque, 2012), eating raw or undercooked
snails (Zanol et al., 2010), or possibly from the
handling of live snails, especially if the mucous
membranes of the eyes, nose or mouth come into
contact with the snails' excreta (USDA, 2008).
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Morocoima A. et al.

Table IV. Bacteria observed in the pedal mucus, cephalopodal mucus and feces of Achatina fulica
captured in Sucre and Nueva Esparta states (Northeast Venezuela).

Sucre State Nueva Esparta State

Excreta Taxa Snails examined Snails examined
N=10 N=10
Escherichia coli * + +
Citrobacter freundii * + +
Klebsiella azaenae * + +
Pedal mucus Klebsiella pneumoniae * + +
Aeromonas hydrophila ** + +
Acinetobacter baumannii *** + +
Pseudomonas aeruginosa *** + +
Campylobacter spp.*** + +
Escherichia coli * - -
Citrobacter freundii * + -
Klebsiella azaenae * - -
Cephalopodal Klebsiella pneumoniae * + +
mucus Aeromonas hydrophila ** + +
Acinetobacter baumannii *** + +
Pseudomonas aeruginosa *** - -
Campylobacter spp.*** - -
Escherichia coli * + +
Citrobacter freundii * + +
Klebsiella azaenae * + +
Klebsiella pneumoniae * + +
Feces
Aeromonas hydrophila ** + -
Acinetobacter baumannii *** + +
Pseudomonas aeruginosa *** + +
Campylobacter spp.*** + +

*=Enterobacteriaceae; **=Aeromonadaceae; ***=Taxonomic status is not well defined (Murray et al., 2009)

Despite the warnings given by Martinez
Escarbassiere & Martinez (1997) about the risks
associated with the presence of 4. fulica in Venezuela,
few studies have determined the impact of this snail
species either on the natural environment or human
and veterinary health. Thus a low priority has been
given to the proper surveillance of the zones invaded
by this mollusk by the health authorities and there
have been few measures taken to restrict its invasion
of the rest of the country. There have also been a lack
of control measures as regards food security issues
and little attempt to educate the population as regards
the health risks involved. Implementation of these
aspects would contribute to mitigating the number of
cases of infection reported as well as the emergence
of new diseases due to the intense and rapid invasion
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and proliferation of 4. fulica in Venezuela. A greater
knowledge of the snail distribution would enable the
instigation of effective measures for the control of the
protozoa, helminthes and bacteria that they harbor.
We suggest that these considerations underline the
epidemiological importance of A. fulica for human
and animal health.

Two mucopolysaccharide groups,
Glycosaminoglycans (GAGs, heparin-, chondroitin-,
dermatan sulfate and hyaluronic acid) and
glycoproteins, suspended in 80-99% water have been
found ubiquitously in the animal kingdom, from
the most primitive invertebrates (Hydra, Cnidaria)
to vertebrates, demonstrating their conserved status
and role in fundamental biological processes. In
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the A. fulica pedal mucus, these structures are
responsible for regulating cell growth, proliferation,
differentiation, morphogenesis and migration, and
are also involved in the transport of substances, thus
providing energy and metabolic resources basic to the
snail’s survival (Skingsley ef al., 2000; Berniyanti et
al., 2007; Yamada et al., 2011).

In addition, it has been demonstrated that
this mucus contains a broad spectrum antibiotic
glycoprotein effective against E. coli, Streptococcus
mutans, Staphylococus aureus and S. epidermidis
(Berniyanty et al.,, 2007; Santana et al., 2012)
indicating its importance for the mollusk immune
system. With regard to this we should add that a
highly sulfated product -acharan sulfate, related to
heparin/heparin sulfate but structurally unique to
A. fulica, may also be responsible for protecting A.
fulica from foreign bodies such as bacteria and virus
(Yamada et al., 2011).

Mucins, a family of highly glycosylated
proteins found throughout the animal kingdom
including mollusks, are basic components of gel
secretions. They have diverse functions, ranging from
lubrication and the regulation of the calcification
process as constituents of the snail’s shell, to the
formation of physical barriers for defence including
inhibitory chemicals which bind to parasites,
commensals and predators (Skingsley et al., 2000,
Pinchuck & Hodgson, 2009, 2012). These aspects
could explain the role of the snails” excreta as
appropriate niches for the organisms mentioned.
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RESUMEN

Se realizé un estudio longitudinal en 18 comunidades
o shabonos de las localidades Yanomami Ocamo y Mavaca
del municipio Alto Orinoco entre Junio 1998 y Diciembre 2000
para caracterizar la fauna de culicinos. Se colocaron trampas
CDC dentro de viviendas entre 1900 y 0600 horas a fin de
capturar los mosquitos atraidos por personas protegidas
por mosquiteros. Se capturaron un total de 4.635 culicinos
pertenecientes a nueve géneros y 25 especies. Del total
de especies identificadas, 18 especies (72%) constituyen
nuevos registros para el estado Amazonas. Las especies
mas abundantes fueron Mansonia (Mansonia) titillans (48%),
Aedes (Ochlerotatus) fulvus (16,9%) y Culex (Melanoconion)
spissipes (12%). Se observaron correlaciones negativamente
significativas entre precipitacion, nivel del rio y abundancia
de Ma. titillans y Ae. fulvus. La abundancia y diversidad de
especies resulté diferente entre comunidades. La mayor
diversidad y abundancia se encontré en las comunidades
Santa Maria de los Guaicas y Carlitos. El esfuerzo de captura,
disponibilidad de criaderos y diversidad de habitats en estas
comunidades influye en esta diferencia con respecto a las
otras comunidades. El presente constituye el primer y Unico
estudio longitudinal realizado en el estado Amazonas para
caracterizar la fauna de culicinos, la cual incluye especies
de importancia en salud publica.

Palabras clave: Amazonia, abundancia, inventario,
mosquitos, trampa CDC, Venezuela.

INTRDUCCION

Hasta el presente se han identificado en
Venezuela aproximadamente unas 315 especies de
culicinos, principalmente en la region norte del pais
(Del Ventura et al., 2013; Navarro et al., 2007; Sutil,

SUMMARY

A longitudinal study was conductedin 18 communities
or “shabonos” in the Yanomami inhabited Ocamo and Mavaca
regions in the Alto Orinoco municipality between June 1998 and
December 2000. CDC light traps were placed inside dwellings
to catch mosquitoes attracted to humans protected by mosquito
nets between 1900 and 0600 hours. A total of 4.635 culicines
belonging to 9 genera and 25 species were captured. Of the
total number of species identified, 18 (72%) are new reports for
Amazonas state. The most abundant species were Mansonia
(Mansonia) titillans (48%), Aedes (Ochlerotatus) fulvus (16.9%)
and Culex (Melanoconion) spissipes (12%). There were
significantly negative correlations between rainfall and river
levels, and the abundance of Ma. titillans and Ae. fulvus. The
abundance and species diversity of culicines differed among
communities, with the highest values of both these parameters
found in Santa Maria de los Guiacas and Carlitos. These
differences were partly due to sampling effort but could also
have been produced by the availability of larval habitats and
niche diversity in these communities compared to the others
surveyed. Up until, now this is the only longitudinal study to
characterize the culicine fauna in Amazonas state, which
includes several species of public health importance.

Key words: Amazonia, abundance, inventory, mosquitoes,
CDC light trap, Venezuela

1980). Sin embargo, recientemente se han realizado
nuevos registros en el estado Bolivar (Berti et al.,
2011) pero es muy poco lo que se conoce aun de
la fauna de Culicidae del estado Amazonas y en
particular del Alto Orinoco. En efecto, aparte de los
reportes generales para el estado Amazonas de Sutil
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(1980) y Mora Rodriguez (1988) y capturas puntuales
de Navarro et al. (2007), s6lo contamos con el reporte
de la expedicion de Suarez ef al. (1992) a la Serrania
de Tapirapicd, cerca de la frontera con Brasil, lo cual
supone un sesgo en el conocimiento de la distribucion
de Culicinos en Venezuela.

La subfamilia Culicinae tiene gran
importancia en salud publica por incluir especies
involucradas en la transmision de varios virus tales
como fiebre amarilla, dengue, encefalitis equina
venezolana, virus del oeste del Nilo, Mayaro y otros
virus aun poco estudiados en Venezuela. Por tal
motivo, es altamente relevante dar a conocer la fauna
de culicinos de varias localidades del municipio
Alto Orinoco del estado Amazonas, algunas de las
cuales podrian estan involucradas en la transmision
de diversos virus. El presente constituye el primer
estudio longitudinal sobre la abundancia y diversidad
de culicinos adultos capturados en esta area remota
del estado Amazonas. Este estudio estuvo enmarcado
dentro del proyecto de evaluacion de intervencion con
mosquiteros tratados con insecticida para el control
de la malaria en el Alto Orinoco (Magris et al., 2007).

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Los muestreos fueron realizados en
comunidades seleccionadas y habitadas por indigenas
de la etnia Yanomami ubicadas en las localidades
de Ocamo (2°47°8”N; 65°12°57”W) y Mavaca
(2°30°38”N, 65°09°28” W), municipio Alto Orinoco,
estado Amazonas. Las comunidades se encuentran a
altitudes comprendidas entre 110 y 120 m. Desde el
punto de vista eco-epidemioldgico, el area ha sido
clasificada como malaria de bosques interiores en
tierras bajas (Rubio-Palis & Zimmerman, 1997). De
acuerdo a la clasificacion bioclimatica de Haldridge
(1979) el Alto Orinoco se caracteriza por ser ombrofilo
macrotérmico, la precipitacion anual varia entre 3.750
y 5.000 mm, temperatura media anual de 26-27°C, y
80% de humedad relativa (MARNR, 1998-2000).
Practicamente llueve durante todo el afio, sin embargo
hay un periodo de menor precipitacion entre Octubre
y Marzo y mayor precipitacion entre Abril y Octubre.
Desde el punto de vista geomorfologico el area es
considerada de peniplanicies, caracterizada por un
paisaje levemente ondulado con colinas dispersas, la
vegetacion dominante son los bosques riberefios, la
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mayoria de los cuales son inundables en las margenes
de los rios Orinoco y Ocamo (Huber, 1995). La
localidad de Ocamo incluye once comunidades o
shabonos: Santa Maria de los Guaicas, Carlitos,
Clavotheri, Iyewéi-theri, Hishinow&i-theri, Mario,
Kashorawé, Shashanawé€, Yohoopé, San Benito y
Lechoza, ubicados a lo largo de los rios Orinoco y
Ocamo. La localidad de Mavaca esta compuesta por
ocho comunidades: Mosho, Kopariwé€, Motorema,
Piegrita, Purima, Hatakoa, Shakita y Warapana,
ubicadas a lo largo de los rios Orinoco y Mavaca
(Fig. 1). La distancia entre las localidades de Ocamo
y Mavaca es de aproximadamente 25 km, y entre las
comunidades que las integran no mas de 2 km.

Capturas de mosquitos

Las capturas se realizaron simultineamente
en cada comunidad de Ocamo durante al menos
cuatro noches consecutivas de cada mes, a la
semana siguiente se realizaban en las comunidades
de Mavaca, entre Junio de 1998 y Diciembre 2000.
Sin embargo, el esfuerzo de captura no fue igual en
todas las localidades debido a diversos problemas de
logistica, especialmente en Mavaca.

Los mosquitos se capturaron dentro de una
viviendaseleccionadaen cadacomunidad y mediante
consentimiento informado del duefio, se coloco una
trampa CDC con luz de tungsteno y conectada a una
bateria recargable de 6 voltios a una altura del suelo
de aproximadamente 1,5 m entre las 19:00 y 06:00
horas. La trampa se ubicd cerca de una persona
acostada en su hamaca y protegida por mosquitero.
El duefio de la vivienda fue entrenado para apagar la
trampa en la manana, luego de amarrar la bolsa para
impedir que los mosquitos escaparan. Cada muestra
de mosquitos se transportaban en contenedores
térmicos con toallas humedas al laboratorio de
campo ubicado en Santa Maria de los Guiacas o
a la Medicatura Rural ubicada en Mavaca para su
identificacion a nivel de Subfamilia y preservacion
en silica gel hasta su identificacion posterior a
nivel de especie en el Laboratorio de Biologia de
Vectores, Instituto de Zoologia y Ecologia Tropical,
Universidad Central de Venezuela, Caracas y en el
Laboratorio de Entomologia del Centro de Estudios
de Enfermedades Endémicas y Salud Ambiental
(CEEESA) del Servicio Autéonomo Instituto de
Altos Estudios “Dr. Arnoldo Gabaldon”, Maracay
(IAE).
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Fig. 1. Ubicacion relativa de las comunidades de Ocamo y Mavaca, municipio Alto Orinoco,

Amazonas, Venezuela.
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Diversidad de especies

Para la identificacion de especies se
emplearon las siguientes Claves: para culicinos en
general Cova Garcia et al. (1966), Chavarri (1995)
y Lane (1953); Berlin & Belkin (1980) para Culex
y subgéneros; Sallum & Forattini (1996) para el
subgénero Melanoconion de Culex; Liria & Navarro
(2003) para Psorophora y Zavortink (1979) para
Trichoprosopon s.l. Para la abreviacion de géneros
y subgéneros se siguid la sugerida por Reinert
(1975). Los mosquitos identificados se encuentran
depositados en la colecciéon del Laboratorio de
Entomologia del CEEESA. Utilizando parametros
de abundancia y riqueza de especies por comunidad,
se determinaron los indices no paramétricos de
diversidad de Shannon-Weaver, ntimeros de Hill
(Hill, 1973) y Equidad de Alatalo derivado de Hill
(Moreno, 2001). Asimismo se estimé la riqueza de
especies esperada Chao-1 empleando el programa
EstimateS 9.1.0, utilizando un valor de 500 réplicas
(Colwell, 2004).
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Datos climatologicos

Los registros diarios de precipitacion y
nivel del rio se tomaron de la estacion climatologica
del Ministerio del Ambiente y Recursos Naturales
Renovables (MARNR) ubicada en Santa Maria de los
Guaicas.

Analisis de datos

Se realizaron analisis de correlacion de
Spearman entre el promedio de mosquitos capturados
mensualmente de las especies mas abundantes y las
variables fisicas precipitacion y nivel del rio Orinoco.
Para comparar la estructura y composicion de
especies entre las comunidades con similar esfuerzo
de captura, se procedid a estandarizar aquellas
siguiendo el criterio minimo. Para evidenciar
diferencias significativas entre comunidades y
especies de mosquitos, se realizd6 la prueba no
paramétrica de similaridad (ANOSIM; distancia
Bray-Curtis y 10.000 permutaciones). ANOSIM

Bol. Mal. Salud Amb.



compara los intervalos de distancia entre los grupos
(en este caso, abundancia en las comunidades) con
los intervalos dentro de los grupos (abundancia
por especie de mosquitos de cada comunidad). Las
medias de estos dos tipos de rangos son comparadas
y el resultado se representa mediante el estadistico R
(Clarke, 1993). Posteriormente se realizo el analisis
de similaridad porcentual (SIMPER; distancia Bray-
Curtis), para evidenciar aquellos taxa responsables
de las diferencias entre comunidades (Clarke, 1993),
empleando métodos de las distancias de Bray-
Curtis. Estos analisis fueron calculados utilizando el
programa PAST (Hammer et al., 2001).

Consideraciones éticas

Se obtuvo el consentimiento informado de
todos los residentes de las comunidades involucradas
en el estudio y en particular, de los jefes de casa
en donde se colocaron las trampas. Este trabajo
obtuvo el aval de la Comisién de Etica ad hoc del
Ministerio de Sanidad y Asistencia Social (oficio s/n
del 04/09/1998).

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se capturaron
un total de 4.635 culicinos pertenecientes a nueve
géneros y 25 especies (Tabla 1). Mansonia (Mansonia)
titillans (Walker) fue la especie mas abundante (48%),
seguida de Aedes (Ochlerotatus) fulvus (Wiedemann)
(16,9%) 'y Culex (Melanoconion) spissipes
(Theobald) (12%). No fue posible la identificacion de
algunos mosquitos a nivel de especies debido a dafios
causados por el ventilador de la trampa. En cuanto a
la abundancia por género tenemos que Mansonia fue
el mas abundante (49,6%), seguido de Culex (24,5%),
Aedes (17,7%), Limatus (4,15%) y Psorophora
(2,7%). La abundancia de mosquitos de los géneros
Aedeomyia,  Coquillettidia,  Trichoprosopon 'y
Uranotaenia representd en conjunto 1,47%. Del
total de especies identificadas, 18 especies (72%)
constituyen nuevos registros para el estado Amazonas
(Tabla I).

En cuanto a los registros climaticos se
observaron variaciones tanto en la precipitacion
como en el nivel del rio no s6lo en magnitud sino
también en el patron entre los afios de estudio (1999-
2000). En efecto, durante 1999 se registraron un
total de 2.640 mm de precipitacion, siendo Mayo
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el mes mas lluvioso (280 mm) y el menos lluvioso
Diciembre (142 mm); mientras que en el afio 2000 se
registraron 4.507 mm de precipitacion, registrandose
el maximo en Junio (590 mm) y el minimo en
Octubre (121 mm). Cabe sefalar que durante el
estudio no se registré un periodo de sequia como tal
sino meses con mayor o menor precipitacion pero
superior a 120 mm. Con respecto al nivel del rio
Orinoco, encontramos que para el afio 1999 el nivel
maximo se registré en Mayo (7,42 m) y el minimo en
Diciembre (2,65 m); este patron vario en el ailo 2000,
registrandose el nivel maximo en el mes de Agosto
(7,74 m) y el minimo en Abril (2,34 m). Las figuras
2 y 3 muestran el numero promedio de Ma. titillans
y Ae. fulvus en funcion de la precipitacion y el nivel
del rio mensual respectivamente. A fin de determinar
si existe correlacion significativa entre la abundancia
de las especies mas frecuentes Ma. titillans y Ae.
fulvus y las variables precipitacion y nivel del rio,
se realizaron pruebas de correlacion de Spearman de
los datos transformados a log (x+1). Se encontraron
correlaciones significativamente negativas entre
la abundancia promedio mensual de Ma. titillans y
la precipitacion en el mismo mes (R= 0,7486; P=
-0,0652); la significacion fue mayor al considerar
la precipitacion con rezagos de uno (R= 0,8737;
P=-0,0102) y dos meses (R= 0,9333; P= -0,018).
Sin embargo, al considerar por separado los afios
1999 y 2000, no existe correlacion significativa (P>
0,05). Para Ae. fulvus solo se encontr6 correlacion
negativa significativa con la precipitacion el mes
previo (R= 0,8936; P= -0,0126), pero al considerar
por separado los dos afios de estudio se obtiene
correlacion  significativamente negativa para la
precipitacion en el mismo mes tanto para 1999 (R=
0,9484; P= -0,0209) como para 2000 (R= 0,9305;
P=-0,0283). En cuanto al nivel del rio, se encontro
correlacion negativa significativa entre el promedio
capturado de Ma. titillans y el nivel medio del rio
(R=0,8588; P=-0,0522); s6lo se encontrd correlacion
significativamente negativa con un mes de rezago
(R=0,9640; P= -0,0146) para el nivel maximo del
rio durante 1999. En cuanto Ae. fulvus, la correlacion
resultd significativamente negativa entre abundancia
promedio mensual y el nivel minimo del rio con dos
meses de rezago (R= 0,9691; P= -0,0148) y con el
nivel maximo del rio durante el afio 2000 (R= 0,9549;
P=-0,0146).

Con respecto a la riqueza de especies por
comunidad (Tabla II) se encontr6 mayor numero de
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Tabla I. Especies y abundancia de culicinos capturados en trampas de luz CDC en comunidades del

municipio Alto Orinoco, estado Amazonas, Venezuela. 1998-2000.

Especies Numero Capturado
Aedeomyia (Aedeomyia) squamipennis (Lynch Arribalzaga)** 13
Aedes (Ochlerotatus) fulvus (Wiedemann) 781
Aedes (Ochlerotatus) scapularis (Rondani)** 7
Aedes (Ochlerotatus) serratus Theobald sensu lato 6
Aedes sp* 1
Coquillettidia (Rhynchotaenia) juxtamansonia (Chagas)** 1
Coquillettidia sp. 30
Culex (Aedinus) amazonensis (Lutz)** 1
Culex (Culex) quinquefasciatus Say ** 21
Culex (Culex) sp* 459
Culex (Melanoconion) dunni Dyar 38
Culex (Melanoconion) erraticus (Dyar & Knab)** 8
Culex (Melanoconion) ocossa Dyar & Knab** 4
Culex (Melanoconion) pedroi Sirivanakarn & Belkin** 11
Culex (Melanoconion) spissipes (Theobald)** 555
Culex (Melanoconion) sp* 149
Limatus asulleptus (Theobald)** 53
Limatus durhamii Theobald** 104
Limatus sp* 26
Mansonia (Mansonia) titillans (Walker) 2223
Psorophora (Janthinosoma) albipes (Theobald) 83
Psorophora (Janthinosoma) cyanescens (Coquillett)** 8
Psorophora (Grabhamia) cingulata (Fabricius)** 1
Psorophora (Psorophora) ciliata (Fabricius)** 1
Psorophora (Psorophora) cilipes (Fabricius)** 3
Psorophora (Psorophora) lineata (Von Humboldt)** 9
Psorophora (Janthinosoma) ferox (Von Humboldt) 15
Trichoprosopon digitatum (Rondani)** 2
Trichoprosopon sp* 4
Uranotaenia (Uranotaenia) geometrica Theobald 2
Uranotaenia (Uranotaenia) pulcherrima Lynch Arribalzaga** 7
Uranotaenia sp* 9
TOTAL 4635

* No identificable a nivel de especie debido a falta de caracteres taxonomicos observables por el estado del material.

** Nuevos registros para el estado Amazonas.
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especies (18) en Carlitos y Santa Maria de los Guaicas;
seguidos de Iyewéi-theri (17); Clavo-theri, Mario y
Lechoza 16 especies en cada una; Shashanawé (14),
Hishinowéi-theri y Yoohope 12 especies. En estas
localidades se registrd 78,5% de la riqueza total de
especies capturadas. Las mayores estimaciones de
diversidad (Chaol) se reportaron en Iyewéi-theri (27
especies), Carlitos (20), Santa Maria de las Guaicas
(19,5) y Mario (19), el resto de las comunidades
reportaron estimaciones menores a 18 especies
(Tabla II). En cuanto a la abundancia de culicinos
por comunidad (Tabla III), 88% de la abundancia
total se obtuvo en las comunidades de Carlitos (688
especimenes), Mario (647), Santa Maria de los
Guaicas (561), Iyewéi-theri (490), Lechoza (449),
Clavo-theri (327, Hishinowéi-theri (309) y Yoohope
(303), las demas comunidades reportaron valores
menores a 250 especimenes. La mayor diversidad de
especies se alcanzo en Santa Maria de las Guaicas,
Hatakoa, Shashanawé, Carlitos y Mario, mientras
que para el indice de Alatalo las comunidades mas
equitativas fueron Shakita y Mosho (Tabla III).

El analisis de composicion de especies entre
comunidades se determind para cinco comunidades
con similar esfuerzo de muestreo, Santa Maria
de las Guaicas, Carlitos, Iyewéi-theri, Lechoza y
Mario (Tabla IV). La comparacion arrojo diferencias
significativas entre las comunidades Carlitos y [yewé&i-
theri (P=0,044); Carlitos y Lechoza (P=0,072)
y Carlitos y Mario (P=0,037), el resto de las
comunidades no arrojaron diferencias significativas.
El Analisis de Similaridad Porcentual (SIMPER),
reportd disimilitudes parecidas entre comunidades.
Sin embargo, la comunidad de Santa Maria de los
Guaicas (SMG) arrojo las mayores diferencias,
SMG y Lechoza (66,69% de disimilitud), SMG y
Carlitos (67,46%) y SMG y lyewéi-theri (66,26%)
(Tabla IV). Las 25 especies registradas en el estudio
contribuyeron para el 100% de la disimilitud obtenida
en cada comparacion, sin embargo, de estas solo tres
especies, Ma. titillans, Ae. fulvus y Cx. spissipes
aportaron el 80% para dicha diferencia.

DISCUSION

El presente trabajo constituye el primer
estudio longitudinal realizado en el estado Amazonas
para caracterizar la fauna de culicinos que entran a
alimentarse en viviendas de comunidades indigenas
atraidos por humanos protegidos por mosquiteros y

Vol. LIV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2014

Rubio-Palis Y. et al.

luz de tungsteno de trampas CDC. Se identificaron
un total de 25 especies, de las cuales 18 (72%) son
nuevos registros para el estado Amazonas (Tabla I)
elevando a 41 las especies sefialadas para el estado.
Suarez et al. (1992) en capturas realizadas con trampas
CDC en la serrania de Tapirapeco, Alto Orinoco, solo
reportaron seis especies que coinciden con nuestro
estudio: Ae. fulvus, Ae. serratus (Theobald) sensu
lato, Ma. titillans, Ps. albipes (Theobald), Ps. ferox
(Humboldt) y Ur. geométrica Theobald.

Mansonia titillans, Ae. fulvus y Cx. spissipes
fueron las especies mas abundantes, siendo las dos
primeras importantes vectores del virus de encefatilis
equina venezolana (VEEV) (Turell et al, 2000,
Weaver et al., 2004; Walder et al., 1984) y como
posibles exportadores del VEEV desde los focos
enzodticos a las areas abiertas (Méndez et al., 2001)
y Cx. spissipes como vector enzoodtico de VEEV
(Walder et al., 1984; Weaver et al., 2004). Otras
especies de importancia en la transmisién enzooética
de VEEV también fueron colectadas aunque en baja
proporcion: Cx (Mel.) pedroi Sirivanakarn & Belkin,
Cx (Mel.) ocossa Dyar & Knab (Navarro & Weaver,
2004; Weaver et al., 2004), asi como Cx (Mel.) dunni
Dyar del virus de la encefalitis del Este (EEEV)
(Walder et al., 1984), siendo estos los reportes mas
al sur de estas especies en Venezuela. Cabe resaltar
que Cx. pedroi ademas ha sido involucrado en la
transmision EEEV y otros virus en Panama y Brasil
(Galindo & Srihongse, 1967). Por lo antes expuesto,
se requieren estudios para caracterizar los arbovirus
circulando en esta region asi como las especies de
mosquitos vectoras.

Los analisis de correlacion entre la
precipitacion, nivel del rio y abundancia de las
especies mas frecuentes Ae. fulvus y Ma. titillans
resultaron significativamente negativas. Esto podria
estar asociado a la dinamica entre esta variable y al
tipo y ubicacion de los criaderos o habitats de fases
inmaduras que estas especies explotan, los cuales
al incrementar la precipitacion podrian ser lavados
resultando en la disminucion de la abundancia de
estas especies. Una vez se estabilizan estos habitats,
aumenta la abundancia.

Se ha demostrado que especies como Ae.
fulvus, Ae. scapularis, Ae. serratus s.l., Ps. albipes,
Ps. ferox, Ps. cyanescens (Coquillett), Ps. cilipes
(Fabricius) y Ps. lineata (Humboldt) son especies
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Tabla lll. Riqueza de especies, abundancia, indices de Diversidad de Shannon, Numeros de Hill (N1, N2)
y Equidad de Alatalo en comunidades de Ocamo y Mavaca, Municipio Alto Orinoco, estado Amazonas,
Venezuela.

Comunidades Riqueza Abundancia V?g:c::)(r:_'l) N1 N2 AII:azt:':Io
Carlitos 18 688 1,68 5,35 4,01 0,69
Santa Maria de los Guaicas 18 561 1,75 5,75 3,91 0,61
lyewei-theri 17 490 1,51 4,54 2,72 0,49
Clavotheri 16 327 1,68 5,37 3,42 0,55
Lechoza 16 446 1,33 3,79 2,35 0,48
Mario 16 647 1,62 5,06 3,31 0,57
San Benito 15 357 1,59 4,88 3,33 0,6
Shashanawe 14 239 1,69 5,42 3,81 0,63
Hishinowei-theri 12 309 1,14 3,1 1,80 0,38
Yohoope 12 303 1,16 3,18 1,97 0,44
Hatakoa 9 29 1,73 5,64 4,10 0,67
Kashorawe 7 115 1,47 4,33 3,39 0,72
Mosho 5 22 1,18 3,27 2,60 0,71
Motorema 5 22 1,25 3,50 2,88 0,75
Shakita 4 10 1,17 3,22 2,78 0,80
Kopariwe 3 35 0,51 1,66 1,34 0,52
Purima 3 22 0,76 2,13 1,85 0,75
Warapana 2 13 0,27 1,31 1,17 0,53

que se encuentran en areas boscosas (Alfonzo et
al., 2005; Guimaraes et al., 2000; Lutz & Lourengo
de Oliveira, 1996; Méndez et al., 2001) donde
los principales criaderos disponibles son pozos
y charcas. Esto corroboraria las fluctuaciones
observadas en la abundancia de hembras adultas
de Ae. fulvus, las cuales muestran correlaciones
negativas significativas tanto durante el afio 1999
como en el afio 2000 con la precipitacion (Figs .2
y 3A). Asi tenemos que casi simultdneamente con
el incremento de la precipitaciéon se registra la
disminucion de la abundancia, siendo mas evidente
durante Febrero 1999, Enero y Mayo 2000.

En cuanto a Ma. titillans, la especie de
culicino mas abundante en el area de estudio (48%),
se encuentra en diversidad de criaderos tipo lagunas
con plantas acuaticas flotantes (e.g, Pistia stratiotes)
en areas abiertas (Alfonzo et al., 2005). Estudios
realizados en el area de Ocamo sobre caracterizacion
de criaderos de anofelinos (Rejmankova et al., 1999;
Rubio-Palis et al., 2005) mostraron que alrededor de
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las comunidades de Ocamo hay grandes lagunas que
se forman por desborde de los rios Orinoco y Ocamo.
Estas lagunas estan expuestas al sol en areas abiertas
rodeadas de gramineas, con abundante vegetacion
sumergida como Mayaca sp. y Utricularia sp. y
plantas flotantes como Pistia stratiotes, las cuales
son criaderos explotados por Ma. titillans. Esto se
evidencia al observar por separado para cada afo
de estudio el patréon relativamente estable de la
precipitacion durante el afio 1999 lo cual contribuye a
la estabilidad del criadero, mientras que las marcadas
fluctuaciones de la precipitacion registradas durante
el ano 2000 se corresponden con incrementos y
descensos en la abundancia de hembras adultas de Ma.
titillans. No obstante, esta relacion no fue significativa
(P >0,05) y se mantienen abundancias importantes de
esta especie, debido posiblemente al registro de niveles
altos del rio Orinoco (Figs. 2 y 3B) que contribuyeron
a la permanencia de los cuerpos de agua.

Es interesante sefialar que tanto especies
como Ma. titillans que se encuentran en areas abiertas
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como Ae. fulvus que se encuentra en el bosque,
vuelan en horario nocturno en busca de fuentes de
comidas sanguineas ubicadas dentro de viviendas, lo
cual se corresponde con lo encontrado por Méndez
et al. (2001) en el Catatumbo (estado Zulia) siendo
los principales candidatos a exportadores del virus de
VEEV u otros virus a zonas abiertas.

Cabe resaltar la presencia de una especie
netamente urbana como Cx. quinquefasciatus Say en
un area selvatica de dificil acceso, sibien en cantidades
muy bajas, en varias comunidades (Tabla II) lo que
evidenciasureciente introduccion desde zonas urbanas
mediante mecanismos que resultaria interesante
investigar por técnicas genético-poblacionales. La
introduccion de esta especie podria incrementar la
transmision de filarias que puedan existir en forma
enzodtica. La utilizacion de otros métodos de
capturas como atractantes humanos, podrian arrojar
abundancias mayores para esta especie. Cabe sefialar
que estudios realizados en un caserio cercano a la
ciudad de Manaos, estado Amazonas, Brasil, reportan
la presencia de Cx. quinquefasciatus tanto en el
intradomicilio como en el peridomicilio y el bosque
proximo (Barbosa et al., 2008), evidenciandose que
esta especie coloniza zonas boscosas proximas a
centros urbanos. Estos resultados contrastan con los
hallazgos de Hutchings et al. (2002; 2005) en areas
remotas del estado Amazonas de Brasil. En efecto,
estos autores no capturaron esta especie utilizando
diversos métodos entre 1993 y 1996 en el Parque
Nacional Jau (Hutchings et al., 2005) ni en Querari,
puesto fronterizo con Colombia.

En general se observa una alta diversidad
de especies de culicinos en el Alto Orinoco (Tabla I),
lo cual contrasta con la baja diversidad de anofelinos
capturados durante el estudio. Sin embargo, el nimero
de anofelinos capturados fue aproximadamente
80 veces superior. En efecto, se capturaron un
total de 332.355 anofelinos, de los cuales 99,9%
se identificaron como Anopheles (Nyssorhynchus)
darlingi Root; el 0,01% restantes estaba integrado por
An. (Nys). triannulatus (Neiva & Pinto), An. (Nys.)
oswaldoi (Peryassu) sensu lato, An. (Nys.) strodei
Root, An. (Nys.) benarrochi Gabaldon, Cova Garcia
& Lopez y An. (Anopheles) mattogrossensis (Lutz &
Neiva) (Rubio-Palis et al., 2000).

La riqueza y abundancia de especies resultd
diferente en cada comunidad, siendo mayor en Santa
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Maria de los Guiacas y Carlitos (Tabla III). Si bien,
estas diferencias entre comunidades posiblemente es
debida a diferencias en el esfuerzo de captura, lo cual
se evidencia al contrastar los valores del estimador de
riqueza Chao 1 (Tabla II). En términos de diversidad,
se observa que comunidades con igual esfuerzo de
capturas reportan valores de diversidad similares,
aquellas comunidades con bajo esfuerzo de muestreo
reportan valores bajos de diversidad (Tabla III). Varios
factores son relevantes al considerar diferencias
en la diversidad esperada. La disponibilidad de
criaderos y la oferta de micro habitats disponibles
ofrecen nichos favorables para diversidades altas de
mosquitos (Yanoviak, 2001). En un sentido amplio,
las comunidades no presentan diferencias relevantes
desde un punto de vista estructural de conformacion
vegetal, asi las especies reportadas en las comunidades
presentan requerimientos ecologicos similares. Asi
mismo, la fauna de culicinos registrada, corresponde
a muestreos puntuales dirigidos a capturas de
mosquitos adultos, lo cual restringe aquellas especies
con comportamiento ecoldgicos estenoicos (fauna
asociada a fitotelmata). Esto podria explicar la baja
abundancia encontradas en este grupo funcional que
son poco atraidos a las trampas de luz y algunos al
atractante humano o que son de habitos diurnos y se
encuentran en el bosque como los sabetinos..

Sin embargo, al comparar la composicion de
especies entre las comunidades con igual esfuerzo de
captura, se muestra que hay diferencias significativas
entre las comunidades de mosquitos (Tabla I'V). Estas
diferencias estan dadas no sélo por la composicion
sino también por laabundanciarelativa de las especies,
especificamente el SIMPER revela que la disimilitud
entre comunidades es explicada principalmente por
las tres especies mas abundantes Ma. titillans, Ae.
fulvus y Cx. spissipes, las cuales aportaron el 80%
para esta diferencia. Es posible que dicha disimilitud
se deba a diferencias en la cobertura vegetal y
disponibilidad de criaderos en los alrededores de cada
comunidad, si bien la distancia entre estas (menor de
2 km) esta dentro del rango de vuelo de estas especies
(Edman & Bidlingmayer, 1969).

Hasta el presente se hanreportado 41 especies
de culicinos para el estado Amazonas en Venezuela,
pero en comparacion con el vecino estado Amazonas
de Brasil, esta diversidad es baja. En efecto, capturas
realizadas en areas rurales de dicho estado reportaron
48 especies (Barbosa et al., 2008), mientras que en
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bosques primarios el nimero de especies de culicinos
asciende a 119 (Hutchings ef al., 2005). Por tanto se
considera que todavia es preliminar el conocimiento
de la fauna de Culicidae para este importante territorio
desde el punto de vista de biodiversidad de especies y
su relacion biogeografica, asi como la importancia en
los ciclos de transmision de importantes patdogenos no
estudiados en dicha region. Se requiere de mayores
estudios en biodiversidad y ecologia mediante
estudios longitudinales en el tiempo, asi como de
la busqueda de patégenos parasitarios y virales
zoondticos de importancia potencial en salud publica
circulantes en sus ciclos naturales.
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RESUMEN

Aedes aegypti es el principal vector del dengue
en el continente americano, una de las arbovirosis de
mayor impacto en Venezuela, debido a su alta morbilidad y
mortalidad. La ausencia de una vacuna contra este virus ha
llevado al uso indiscriminado de insecticidas provocando la
resistencia del vector, dafios al medio ambiente y reacciones
adversas en personas susceptibles. En un esfuerzo por
encontrar formas eficaces y asequibles para el control,
surge como una alternativa el uso de extractos vegetales
que proporcionen menos riesgo ambiental y bajo costo. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto larvicida
de extractos metandlicos obtenidos a partir de semillas y
hojas de Persea americana (aguacate) sobre Ae. aegypti
[cepas Rockefeller y Mario Bricefio Iragorry (MBI)]. EI mayor
efecto toxico se observé con el extracto metandlico obtenido
a partir de las semillas con 100% de mortalidad a 25 mg/L
para la cepa Rockefeller y 50 mg/L para la cepa MBI, 24
horas post-exposicion. Las concentraciones letales (CL,))
fueron las siguientes: a) extracto metandlico preparado
a partir de las semillas CL, = 5,7mg/L para Rockefeller y
CL,,=9,9 mg/L para MBI; b) extracto metanolico de las hojas
CL,,=22,8mg/L para Rockefeller y para MBI CL = 26,2 mg/L.
Los resultados muestran el efecto téxico de los extractos
metandlicos preparados a partir de la semilla y de la hoja del
aguacate, sobre Ae. aegypti y sugieren la potencialidad de
estos productos como agentes de control quimico.

Palabras clave: dengue, Aedes aegypti, Persea americana,
larvicidas, concentracion letal.

INTRODUCCION

Pese a los esfuerzos realizados por diferentes
entes gubernamentales [Direccion de Epidemiologia del
Ministerio para el poder popular para la Salud (MPPS),
Corporacion de Salud (CORPOSALUD), Laboratorio
Regional para el Diagnostico del Dengue y otras

SUMMARY

Aedes aegypti is the main vector of dengue in
the Americas. This disease is one of the most important
arboviruses in Venezuela due to the high morbidity and
mortality it produces. The absence of a vaccine against
this virus has led to the indiscriminate use of insecticides
causing vector resistance, environmental damage and
adverse reactions in susceptible individuals. The search for
effective and inexpensive ways to control dengue has led
to the evaluation of plant extracts as a low environmental
risk, economical alternative. The aim of this study was to
assess the larvicidal effect of methanol extracts obtained
from the seeds and leaves of Persea americana (avocado)
on Ae. aegypti [Rockefeller and Mario Bricefio Iragorry (MBI)
strains]. The methanol extract obtained from the seeds
proved to be the most toxic for Ae. aegypti, producing 100%
mortality 24 hours post-exposure, at concentrations of 25
mg/L (Rockefeller strain) and 50 mg/L (MBI strain). The lethal
concentrations (LC,)) were: a) methanol seed extract LC,, =
5.7 mg/L (Rockefeller strain) and 9.9 mg/L (MBI strain), b)
methanol leaf extract LC,, = 22.8 mg/L (Rockefeller strain)
and 26.2 mg/L (MBI strain). These results demonstrate
the toxicity of methanol extracts from avocado seeds and
leaves for Ae. aegypti and suggest that these products have
potential as chemical controls of this vector.

Key words: dengue, Aedes aegypti, Persea americana,
larvicide, lethal concentrations

Enfermedades Virales (LARDIDEV)] el dengue sigue
siendo la arbovirosis de mayor impacto en la salud de los
venezolanos. Para el afio 2013 se registré un incremento
de 36,4% en los casos de dengue a nivel nacional (63.726
en 2013 vs 46.708 en 2012) mientras que la tasa promedio
nacional de incidencia fue 211,3/100.000 habitantes la
cual fue superada por 12 estados entre los que figuran
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los estados Aragua, Carabobo y Guarico. Se mantiene la
circulacion de los cuatro serotipos del virus dengue con
predominio del serotipo DEN-2 (MPPS, 2013).

Debido a que alin no se cuenta con una vacuna
que permita proteger a la poblacion susceptible, el
control del mosquito vector continiia siendo la tnica
herramienta eficaz para controlar la transmision del
dengue. En este sentido, los Unicos métodos para
prevenir y controlar la enfermedad consisten en reducir
el contacto hombre-vector, disminuir las poblaciones
de mosquitos mediante el uso de insecticidas y reducir
el grado de infestacion de los posibles criaderos
utilizando larvicidas (Rose, 2001); aunque estos
métodos de control han demostrado ser eficientes bajo
ciertas condiciones; se ha reportado resistencia a los
insecticidas organofosforados y piretroides, utilizados
para el desarrollo de las estrategias de control
antes mencionadas en diferentes partes del mundo
(Rodriguez et al.,2007; Gomez et al.,2011; Lima et al.,
2011; Grisales et al., 2013) y ademas los insecticidas
sintéticos pueden ocasionar dafios al medio ambiente
y a la salud humana (Yang et al., 2002; Chowdhury et
al., 2008; Kamaraj et al., 2009).

Productos extraidos a partir de las plantas
han mostrado toxicidad frente a adultos y larvas de
mosquitos pertenecientes a la familia Culicidae (Pérez
y lannacone, 2004; Bagavan et al., 2009; Raghavendra
et al., 2009; Kamaraj ef al., 2010; Madhu et al., 2010;
Kamaraj et al., 2011) y por ende tienen gran potencial
para ser utilizados como herramientas en el control
de especies de mosquitos vectores de enfermedades.
Entre ellos destacan los extractos preparados a partir de
Annona squamosa (Annonaceae, guanabana) (George
& Vincent, 2005; Kihampa et al., 2009; Kamaraj et al.,
2010, 2011) los cuales han demostrado importantes
efectos citotoxicos sobre las células epiteliales del
intestino medio de Aedes aegypti (Costa et al., 2014).
Asi mismo, extractos crudos y aceites esenciales
obtenidos a partir de las hojas de chan (Hyptis
suaveolens, Lamiaceae) han demostrado actividades
repelentes e insecticidas sobre mosquitos (Jaenson et
al., 2006; Conti et al., 2012; Kovendan ef al., 2012).

El aguacate (Persea americana, Miller)
es una planta originaria de América Central, de un
elevado valor nutricional gracias a su alto contenido
de proteinas y escaso contenido de colesterol. Desde
el punto de vista médico, los productos derivados de
esta planta tienen efectos potenciales contra parasitos
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y bacterias (Abe et al.,, 2005; Dike et al., 2012;
Jiménez-Arellanes et al., 2013), efectos antioxidantes
(Rodriguez-Carpena et al., 2011) y anticancerigenos
(D"Ambrosio et al., 2011); asi mismo, se ha sefialado
que los extractos acuosos obtenidos de la semilla del
aguacate reducen la presion arterial (Ojewole et al.,
2007) y disminuyen los niveles de colesterol (Lopéz et
al., 1996) y glucosa en sangre (Lima ef al., 2012).

Por otra parte, se ha descrito la actividad
larvicida de extractos obtenidos a partir de la semilla
del aguacate sobre larvas de Ae. aegypti (Oberlies et al.,
1998; Ramos et al., 2007; Leite et al., 2009); asi mismo,
esta documentado que extractos obtenidos a partir de este
producto ocasionan dafios histologicos en el intestino
medio de larvas de Anopheles gambiae, principal vector
de la malaria en Africa (Koua et al., 1998).

El propésito de la presente investigacion fue
evaluar el efecto larvicida de extractos metanolicos
obtenidos a partir de la hoja y de la semilla del
aguacate (Persea americana, variedad criolla) sobre
larvas de Ae. aegypti.

MATERIALES Y METODOS:
Obtencion del material vegetal

Las hojas y las semillas de aguacate fueron
donadas por el Sr. Eduardo Valera, propietario del
Fundo Valera ubicado en la Carretera Nacional casa 3,
Valle del Tucutunemo, Villa de Cura, estado Aragua.
Tanto las hojas como las semillas fueron lavadas con
agua corriente y entonces se dejo secar a temperatura
ambiente durante, aproximadamente, una semana.
Una vez seco el material se procedio a pulverizar las
hojas y las semillas por separado, el polvo obtenido
de cada parte de la planta se coloco a temperatura
ambiente durante cuatro dias en metanol a razon de
30 g de material vegetal por cada 150 mL de metanol,
agitando dos veces al dia. Una vez concluido el
periodo de maceracion se procedio a filtrar usando
papel de filtro (Whatman N° 1) y posteriormente se
evapord completamente el alcohol en bafio de Maria
a 50°C. El residuo obtenido fue pesado y disuelto
completamente en 20 mL de agua destilada. Una vez
disuelto el residuo se procedid a realizar diluciones
seriadas y cada una de las diluciones fue utilizada en
los bioensayos para comprobar la actividad larvicida
de los extractos sobre larvas de de. aegypti.

Bol. Mal. Salud Amb.



Larvas

Para la evaluacion de la actividad larvicida
de los extractos obtenidos se utilizaron larvas de tercer
estadio tardio y cuarto estadio temprano pertenecientes
a la especie Ae. aegypti obtenidas por el “Laboratorio
de Resistencia a Insecticidas de la Direccion de Salud
Ambiental del Ministerio del Poder Popular para la
Salud”; Maracay en colonias establecidas a partir de
material colectado en la comunidad del Sector 4 de Cafia
de Azicar, Municipio Mario Bricefio Iragorry, Estado
Aragua (denominada en adelante MBI) y como cepa de
referencia se utilizo la cepa Rockefeller. Los ejemplares
fueron mantenidos bajo condiciones estandares y a una
temperatura de 27 + 2°C, humedad relativa de 65 + 5%
y fotoperiodo de 12 horas.

Evaluacion de la actividad larvicida

Los bioensayos se realizaron siguiendo las
recomendaciones de WHO (1981). Para el extracto
obtenido de la semilla se probaron ocho diluciones (2-
50 mg/L) mientras que para el extracto obtenido a partir
de la hoja se probaron seis diluciones (10-120 mg/L) y
por cada dilucién se realizaron cinco réplicas. Como
control o testigo se usaron cinco vasos a los cuales no
se agrego el extracto. De cada experimento se realizaron
tres repeticiones.

Las larvas fueron colocadas en una bandeja
plastica con agua de chorro y de alli se seleccionaron al
azar grupos de 20 larvas que fueron colocadas en vasos
plasticos de 150 mL, a los cuales se afiadi6 previamente
90 mL de agua corriente y 10 mL de cada una de las
diluciones del extracto a ensayar (Volumen final=100
mL). Todos los grupos se mantuvieron a una temperatura
de 28 + 2°C. Los vasos controles de la prueba fueron
preparados con 100 mL de agua de chorro y en ellos se
coloco 20 larvas por vaso.

Evaluacion de la mortalidad larvaria

Las larvas fueron expuestas a los extractos en
estudio durante 24 horas y éstas se consideraron muertas
cuando no reaccionaban al ser tocadas con un puntero
romo en la region cervical. Los ensayos se consideraron
invalidos si mas del 10% de las larvas empupaban y/o si la
mortalidad de los controles superaba el 10% (WHO, 1981).

Andlisis estadistico

Tanto las curvas dosis-respuesta como las
rectas probit-logaritmo y pendientes para hallar los
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niveles de susceptibilidad, se realizaron mediante el
programa Excel for Windows 2007. Asi mismo, las
concentraciones letales 50 (CL,)) y sus respectivos
limites de confianza fueron calculados a partir de los
datos de mortalidad que se obtuvieron en las pruebas
con ambos extractos metanolicos en forma manual
segun Finney (1971). Finalmente, las diferencias
entre las dos cepas de Ade. aegypti al efecto de los
extractos de P. americana fue evaluada mediante
un analisis de varianza de dos vias y las diferencias
significativas entre los tratamientos y/o entre las cepas
de Ae. aegypti fueron evaluadas usando la prueba de
Tukey.

RESULTADOS

Con el extracto obtenido a partir de las
semilla se obtuvo 100% de mortalidad al exponer las
larvas durante 24 horas a 25 mg/L y a 50 mg/L para
las larvas pertenecientes a la cepa Rockefeller y MBI,
respectivamente; mientras que al usar el extracto obtenido
a partir de las hojas se necesitd exponer las larvas de
ambas cepas a 120 mg/L durante el mismo periodo para
lograr el 100% de mortalidad (Fig. 1). En todos los casos
la mortalidad en el grupo control (larvas no expuestas
pertenecientes a cada cepa) fue igual a cero.

Las concentraciones letales 50 (CL,) vy
sus limites de confianza (CL ,,) muestran que la
efectividad del extracto obtenido a partir de la semilla
del aguacate es superior a la efectividad observada con
el extracto obtenido a partir de la hoja. Asi mismo, se
observo que la CL, es menor para la cepa Rockefeller
(cepa de referencia) que para la cepa MBI (cepa de
campo) frente a ambos extractos (Tabla I).

La Fig. 2 muestra la mortalidad larvaria en
unidades probit en relacion con el logaritmo de sus
respectivas concentraciones después de 24 horas de
exposicion al extracto metandlico obtenido a partir de
la semilla y de la hoja de P. americana. Las graficas
muestran un patron de respuesta relativamente
homogéneo de ambas cepas de Ae. aegypti frente
a cada extracto, lo cual puede observarse en los
valores obtenidos para las pendientes de las rectas de
regresion (Tabla I).

Las larvas muertas por el efecto toxico del
extracto obtenido a partir de la semilla y de la hoja
del aguacate mostraron abultamiento del torax y
ennegrecimiento de su cuerpo (Fig. 3).
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Fig. 1. Curva dosis respuesta para larvas de Aedes aegypti a diferentes concentraciones del extracto
metandlico obtenido a partir de la semilla (A) y de la hoja (B) del aguacate (Persea americana) después
de 24 horas de exposicion.
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Tabla I. Concentraciones letales 50 (CL,), limites de confianza (CL ,,), rectas de regresion y valor de r?
obtenidas para los extractos ensayados.
Cepa de Aedes aegypti Semilla Hoja
CL,,=5,7 mg/L CL,,=22,8 mg/L
CL .=4,5-7,1mg/L CL .= 13,7-37,9 mg/L
Rockefeller 095 9 0.5 e
y=6,196x+1,073 y=4,466x-1,063
r’= 0,97 r’= 0,99
CL,,=9,9 mg/L CL,,= 26,2 mg/L
CL ..=5,9-16,5 mg/L CL .= 15,2-45,3 mg/L
Mario Bricefio Iragorry 095 d 0.9 g
y=4,448x+0,571 y=4,172x-0,917
r’= 0,96 r’= 0,97

Fig. 2. Mortalidad Probit versus el logaritmo de las concentraciones del extracto metanolico obtenido a
partir de la semilla (A) y de la hoja (B) del aguacate (Persea americana) sobre larvas de Aedes aegypti
después de 24 horas de exposicion.

9 # 9
7 A ' B
. o A g
. 4 P
? o® 7
_ o e ;
L6 . L s
= . . >
2 e m 2
= s . ]
z " £
= 4 3# 3 B
& % ]
S £
B 3 L n ﬁ 3
2 2
A ' ®Rockefeller MMEI 1 ORockefeller MMEI
0 0 T
) 2 2
0 04 08 12 16 2 ) % 08 I L &
log concentraciones del extracto log concentraciones del extracto

202 Bol. Mal. Salud Amb.



Agrela I F. et al.

Fig. 3. Larvas de Aedes aegypti después de 24 horas de exposicion al extracto metandlico preparado
a partir de Persea americana. (A) larva expuesta al extracto preparado a partir de las semillas, (B) larva

expuesta al extracto preparado a partir de las hojas y (C) larva no expuesta, control. Aumento 16x.

=

El analisis de varianza en el que se evalud
el efecto de cada variable y su interaccion demostrd
diferencias significativas en la mortalidad ocasionada
por el extracto obtenido a partir de las semillas y
de las hojas pero no para los valores de mortalidad
observada para ambas cepas durante su exposicion
al extracto metanodlico obtenido a partir de la hoja
(Tabla II).

DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que
ambos extractos tienen efecto letal sobre larvas de Ae.

aegypti; no obstante, el efecto larvicida del extracto
metanolico obtenido a partir de la semilla es superior
al efecto letal ocasionado por el extracto metandlico
obtenido a partir de la hoja; esto, relacionado con
el hecho de que la semilla es un 6rgano de reserva
y donde, muy probablemente, se concentren los
principios activos capaces de causar toxicidad sobre
las larvas en comparacion con la hoja que mostrd
menor toxicidad (Bobadilla et al., 2005).

Los resultados obtenidos con el extracto
metanolico preparado a partir de la semilla son
consistentes con los obtenidos por Ramos et al. (2007),

Tabla Il. Analisis de varianza para la evaluacién de la mortalidad ocasionada por el extracto metanélico
obtenido a partir de semillas y hojas de Persea americana sobre Aedes aegypti.

Semilla
Fuente de Variacion F p
Cepa de Aedes (A) 771,75 0,0001*
Concentracion del extracto de la semilla (B) 657,58 0,0001*
A*B 74,68 0,0001*

Hoja

Fuente de Variacion F p
Cepa de Aedes (A) 1,66 0,21
Concentracion del extracto de la hoja (B) 53,36 0,0001*
A*B 0,27 0,923

Significativo al nivel de P<0,05
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y Leite et al. (2009), quienes también observaron el
efecto toxico de un extracto metanolico obtenidos a
partir de la semilla de P. americana, aunque la CL,
obtenida por ellos fue mucho mayor que la obtenida
en este estudio. Las diferencias observadas en la
respuesta inducida por fitoquimicos sobre una especie
particular de mosquito pueden estar influida por una
serie de factores que incluyen la época de recoleccion,
la variedad empleada y el origen geografico de la
planta; asi como también aspectos relacionados con
la poblacion o cepa de mosquito que se estudio y el
método utilizado para evaluar la susceptibilidad del
vector.

Durante el desarrollo del estudio se observo
que la cepa Rockefeller es mas sensible al efecto toxico
de ambos extractos; esto, probablemente se deba al
hecho de ser una cepa de laboratorio no expuesta a
los productos usados en los programas de control,
los cuales pueden generar resistencia cruzada. Asi
mismo, a partir del valor de las pendientes obtenidas
en las rectas de regresion se deduce que ambas cepas
mostraron homogeneidad en su respuesta frente a
ambos productos.

Paralas condiciones en las que se llevo a cabo
los ensayos, el analisis estadistico de los resultados
demostro que el efecto toxico del extracto obtenido a
partir de la semilla depende tanto de la cepa utilizada
como de la dosis a la cual fueron expuestas las larvas;
sin embargo, el efecto toxico del extracto preparado
con la hoja del aguacate depende inicamente de la
concentracion empleada. Estos datos sugieren que el
extracto obtenido a partir de la hoja es menos toxico
y afecta por igual a ambas cepas; por el contrario, el
extracto preparado con la semilla del aguacate mostro
efecto toxico a concentraciones mas baja y afectd de
manera mas significativa a la cepa de laboratorio.

A pesar de que el extracto metandlico
obtenido a partir de la hoja de P. americana, resulto
ser menos eficiente que el obtenido a partir de la
semilla; que se tenga conocimiento, es la primera vez
que se evalua el potencial larvicida de esta parte de la
planta y los resultados obtenidos sugieren que la hoja
de la planta del aguacate también poseen compuestos
quimicos con actividad larvicida pero, probablemente
en menor concentracion.

Koua et al (1998), describieron que
extractos acuosos de P. americana tienen importantes
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efectos histopatologicos sobre el intestino de An.
gambiae; es posible que los extractos evaluados
durante el desarrollo de esta investigacion ocasionen
también dafios importantes sobre el intestino de
Ae. aegypti los cuales podrian explicar nuestras
observaciones con respecto al abultamiento del torax
y ennegrecimiento del cuerpo de las larvas muertas
por el efecto toxico de los extractos.

Finalmente, aunque durante la realizacion
de este estudio no se realizd6 una evaluacion
fitoquimica a fin de conocer los metabolitos
secundarios presentes en los extractos evaluados;
otros investigadores han sefialado la presencia de
esteroides, triterpenos, sesquiterpenlactonas y acidos
grasos tales como 1, 2, 4 trihidroxi-nonadecane y el
1, 2, 4 trihidroxi-heptadecano (Oberlies et al., 1998;
Ramos et al., 2007) en los extractos obtenidos a partir
de la semilla de aguacate. De acuerdo con Ramos
et al. (2007), la actividad larvicida esta relacionada
con triterpenos y sesquiterpenlactonas presentes
en el extracto metandlico obtenido a partir de la
semilla de P. americana; sin embargo, es probable
que la actividad larvicida se deba a la combinacion
exacta de los diferentes componentes presentes en los
extractos obtenidos a partir de la planta mas que a un
compuesto en particular.

Por lo antes expuesto, se concluye que los
extractos obtenidos a partir de la semilla y la hoja del
aguacate representan una posible alternativa para el
control de Ae. aegypti, el principal vector del dengue
en las Américas.
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RESUMEN

Pyriproxyfen es un analogo sintético de la hormona
juvenil ampliamente usado para el control de mosquitos. Esta
investigacion describe bioensayos realizados en condiciones
de laboratorio con una formulacion granulada del producto
(Sumilarv G-0,5 %), utilizando larvas del IV instar temprano de
Aedes aegypti. Se realizaron estos bioensayos con el fin de
determinar su eficacia y actividad residual a las dosis de 0,01;
0,02; 0,03; 0,04 y 0,05 ppm sobre larvas Aedes aegypti de las
cepas La Pedrera y Rockefeller de referencia; las evaluaciones
fueron realizadas a 1, 7, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 dias después
del tratamiento. Los resultados evidenciaron que especimenes
tratados, presentaron malformaciones que afectaron su
desarrollo y causaron la muerte de los individuos. Fue calculado
el porcentaje de mortalidad de larvas, pupas y adultos, asimismo
el porcentaje de inhibicién de emergencia de adultos. La media
aritmética para el porcentaje de mortalidad (% M) en la cepa
Rockefeller fue de 76,83 % y para la cepa La Pedrera de 65,37
%. Para el porcentaje de inhibicién de la emergencia, la cepa
Rockefeller presenté media aritmética de 91,80 %; la cual fue
significativamente mayor que la de la cepa La Pedrera, que fue
igual a 78,08 %. El producto pyriproxyfen mostrd eficacia en la
inhibicion de la emergencia de adultos con las dosis evaluadas,
pero para la dosis de 0,01 ppm fue de menor efecto residual. Los
resultados demuestran una mayor eficacia y actividad residual
del pyriproxyfen a las dosis de 0,04 y 0,05 ppm hasta los 90 dias
después del tratamiento; en efecto ambas dosis presentaron
elevada eficacia y actividad residual prolongada por 90 dias,
sugiriendo su uso como alternativa en los programas de control
de Aedes aegyptiy para el manejo integrado de otros mosquitos
vectores en Venezuela, como es el caso de Aedes albopictus.

Palabras clave: Aedes aegypti, analogos de la hormona juvenil,
control bioquimico, Chikungunya, Dengue, larvas, mosquitos,
pyriproxyfen, reguladores de crecimiento, vectores.

INTRDUCCION

Lafiebre del denguey el dengue hemorragico
son consideradas las arbovirosis mas importantes en
humanos, por su impacto en Salud Publica (Gubler,

SUMMARY

Pyriproxyfen is a synthetic juvenile hormone
analogue widely used in mosquito control. Bioassays
were undertaken to evaluate the efficacy and residual
activity of a granular formulation of pyriproxyfen
(Sumilarv G- 0.5% in granules) against |V instar Aedes
aegypti (La Pedrera and Rockefeller reference strains),
at doses of 0.01; 0.02; 0.03; 0.04 and 0.05 ppm. Larvae
were examined 1, 7, 15, 30, 45, 60, 75 and 90 days after
treatment. The treated specimens showed malformations
affecting their development, and higher mortality rates
compared to the controls. The percentage mortality of
larvae, pupae and adults and the percentage of adult
emergence inhibition were calculated. Mortality rates
(% M) were 76.83 % (Rockefeller strain) and 65.37 %
(La Pedrera strain). The percentage of adult emergence
inhibition was significantly higher (91.80 %) in the
Rockefeller strain than the La Pedrera strain (78.08
%). Pyriproxyfen produced effective inhibition of adult
emergence at all the doses evaluated, but with less
residual effect at 0.01 ppm. Doses of 0.04 and 0.05 ppm
were the most efficient and persistent over the 90 days
of the experiment. The results suggest that pyriproxyfen
could be used as an alternative in Aedes aegypti control
strategies and integrated mosquito vector management
programs in Venezuela.

Key words: Aedes aegypti, biochemical control,
Chikungunya, Dengue, emergence inhibition, insect
growth regulators, juvenile hormone analogues, larvae,
mosquitoes, pyriproxyfen, vectors.

1989). Los virus del dengue pertenecen al género
Flavivirus (Flaviviridae) del cual se han identificado
cuatro serotipos denominados: DEN-1, DEN-2,
DEN-3 y DEN-4 (Knudsen, 1993). La enfermedad
puede presentarse en un amplio espectro, desde
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formas inaparentes (mas frecuentes), hasta las
formas mas graves y en ocasiones fatales, como son
la Fiebre Hemorragica del Dengue y/o Sindrome de
Choque por Dengue (FHD/SCD) (Knudsen, 1993).
Se caracteriza por presentar fiebre, erupcion, dolor
de cabeza, dolor retro-orbital, dolor muscular, dolor
articular y en casos mas severos hemorragias que en
ocasiones pueden llegar a ser fatales (Homéz et al.,
1995).

Los virus son perpetuados en un ciclo
que incluye al ser humano y al mosquito vector en
centros urbanos de clima tropical, reproduciéndose
en viviendas humanas o en los alrededores de
éstas (Manrique ef al., 1998). Las estrategias de
manejo integrado de Aedes aegypti, estan dirigidas
a interrumpir este ciclo, considerandose como
herramientas principales, el saneamiento ambiental
y la educacion sanitaria para lograr la participacion
comunitaria y eliminacion de criaderos positivos y
potenciales de este vector; sin embargo es necesario
un componente de control quimico en las operaciones
de control, siendo los insecticidas organofosforados
y piretroides los mas utilizados (WHO, 1997; Pérez
& Molina, 2009). Durante la década de los 70,
el uso indiscriminado y continuo de insecticidas
organoclorados, trajo como consecuencia el
desarrollo de altos niveles de resistencia al DDT y
otros organoclorados, por ello se introduce el grupo
de los organofosforados para el control larvario,
especificamente  temephos  granulado (abate),
aplicado en recipientes de agua doméstica a una dosis
de 1ppm (5 gramos de temephos al 1% /50 L de agua)
y el malation para el control de adultos (Alvarez et
al., 2006; WHO, 1996).

El uso indiscriminado de insecticidas,
ha generado una fuerte presion de seleccion,
desarrollandose poblaciones de mosquitos con
individuos genéticamente resistentes a los compuestos
quimicos. En Venezuela, Mazarri & Georghiou
(1995) detectaron poblaciones de Ae. aegypti de
los estados Aragua y Falcon, resistentes a temefos,
malation, pirimifos-metil, clorpirifos, propoxur,
permetrina y lambdacialotrina. Por otro lado, Pérez
& Fernandez (2001), reportan resistencia de la misma
especie a los piretroides lambdacialotrina, cyflutrina
y deltametrina en poblaciones de Ae. aegypti del
estado Aragua. En el estado Trujillo Alvarez et al.
(2006), encuentran una cepa de Ae. aegypti resistente
al temefos. Posteriormente Pérez & Molina (2009),
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determinan en larvas la resistencia al malation de tres
cepas de Ae. aegypti del estado Aragua, provenientes
de los municipios Girardot, Mario Bricefio Iragorri y
Urdaneta; todas estas cepas resultaron susceptibles
a los organofosforados pirimifos metil y temefos, y
asimismo al carbamato propoxur.

Debido a la disminucién de la susceptibilidad
al temefos en Ae. aegypti del Brasil, fue necesario
adoptar otras estrategias de intervencion (Braga et
al., 2004) como lo fue, el uso del Bti en los criaderos.
Ante esta situacion en Venezuela, se presentan como
alternativas de control larvario, los reguladores de
crecimiento, también conocidos como insecticidas de
tercera generacion e insecticidas bioquimicos, cuyas
caracteristicas los diferencian de los insecticidas
convencionales, por tener bajo nivel de toxicidad para
especies no blanco del control, requerir de bajas dosis
de aplicacion, ser eficientes en el manejo integrado
de plagas y retardar la generacion de resistencia
fisiologica en los mosquitos (Williams, 1967,
Carvalho & Antonaci, 2006; Alvarez et al., 2006).

Dentro del grupo de los insecticidas
bioquimicos, se encuentran los reguladores de
crecimiento de insectos. Estas sustancias son
clasificadas como hormonas mimicas (juvenoides)
¢ inhibidores del desarrollo (ecdisoides). Su accion
fundamental, se basa en la interrupcion del normal
crecimiento, desarrollo y reproduccién de muchas
especies de insectos. Siendo considerados compuestos
biolégicamente especificos, no toxicos al hombre, ni
a los mamiferos, biodegradables y menos propensos
al desarrollo de resistencia fisiologica (Mulla et al.,
1986; Aguilera ef al., 2001).

En 1989 fue sintetizado en Japén el
regulador de crecimiento de insectos Pyriproxyfen
(4-henoxyphenyl (RS)-2-(2 pyridyloxy) propyl ether),
el cual actia sobre la fisiologia de la morfogénesis,
reproduccion y embriogénesis del insecto. Su efecto
fue evaluado sobre larvas de Anopheles farauti con
excelentes resultados (Susuki et al., 1989).

En la estrategia del control de formas
inmaduras de mosquitos es prioritaria la utilizacion
de productos con baja toxicidad, actividad residual
prolongada y elevada eficacia Los reguladores de
crecimiento vienen siendo estudiados y utilizados
en muchos paises (Carvalho & Antonaci, 2006). En
Venezuela, se han realizado estudios en condiciones
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de laboratorio sobre la eficacia y persistencia de
metopreno, sobre larvas de Anopheles albimanus con
buenos resultados (Berti & Navarro, 2008); por otro
lado, la efectividad y persistencia del Pyriproxyfen
fue evaluada en condiciones de laboratorio sobre
larvas de Ae. aegypti, obteniéndose una mayor
eficacia en la fase de pupa y mayor persistencia a la
dosis de 0.05 ppm, con porcentaje de inhibicion de la
emergencia mayores del 90 % hasta los primeros 60
dias (Suarez, 2008).

El proposito de este trabajo fue evaluar bajo
condiciones de laboratorio la eficacia y actividad
residual del regulador de crecimiento Pyriproxyfen
(Sumilarv® 0,5 G) a 5 dosis de aplicacion, 3 de ellas
comerciales, sobre una poblacion colonizada de Ae.
aegypti, procedente del barrio La Pedrera, Maracay,
estado Aragua, tomando como referencia larvas de la
misma especie de la cepa de referencia susceptible
Rockefeller (Rock).

MATERIALES Y METODOS
Poblacion y muestra

El barrio de La Pedrera, Municipio Girardot,
Maracay Edo. Aragua, a una altitud de 515 msnm (10°
16°33.4” N, 0.67 33’ 48.4” W), fue seleccionada para
capturade parentales, debido alapresencia de brotes de
Dengue de importancia epidemioldgica, su ubicacion
geografica dentro de la cuenca del rio Las Delicias (o
Madre Vieja), su alta densidad de poblacion humana,
la presencia de problemas en prestacion de servicios
publicos e irregular y deficiente abastecimiento de
agua, lo que obliga a la comunidad a utilizar diversos
recipientes para su almacenamiento. La poblacion
de este estudio estuvo conformada por un total de
14.480 larvas de Aedes aegypti, 7.240 larvas F1 cepa
La Pedrera, y 7.240 larvas de la cepa de referencia
susceptible Rockefeller. Los experimentos se
realizaron en el Centro de Enfermedades Endémicas y
Salud Ambiental (CEEESA) del Servicio Autonomo
Instituto de Altos Estudios “Dr. Arnoldo Gabaldon”
en Maracay, estado Aragua, Venezuela.

Material biologico

Larvas del cuarto estadio temprano de:

* Ae. aegypti, (cepa Rockefeller susceptible
referencial) mantenida durante varios afos en
el insectario del Centro de Investigacion en
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Enfermedades Endémicas
(CEEESA).
* Ae. aegypti, F1 (cepa La Pedrera) provenientes de

parentales capturados en La Pedrera.

y Salud Ambiental

Establecimiento de colonias de mosquitos cepa La
Pedrera en laboratorio

En La Pedrera se realizd la recoleccion de
larvas y pupas de 4e. aegypti en diversos recipientes
y contenedores utilizados para el almacenamiento de
agua. Estas se transfirieron a bolsas plasticas con 500
ml de agua y se trasladaron dentro de cavas al Centro
de Investigacion mencionado anteriormente. La
colonia se estableci6 bajo condiciones controladas a
temperaturade 29,0+ 4,0 °C; humedad relativa de 80,0
5,0 %y fotoperiodo de 12:12 hrs (luz: oscuridad). Para
la cria de larvas se utilizé agua corriente de consumo
humano; estas se alimentaron diariamente con 20 mg
de gatarina Catchow Countrymix® finamente molida.
Al alcanzar fase de pupa, fueron transferidas con
ayuda de goteros a pequefios recipientes de 250 cc de
capacidad con agua y se colocaron en cestos de tela
con las siguientes medidas: 26 cm de ancho, 26 cm
de alto y 36 cm de largo, debidamente identificadas
(Consoli & Oliveira, 1994, modificado).

Para la alimentacion de adultos, dentro de
cada cesto se ubico envase con solucion de sacarosa
al 10%, con una mecha de algodon para permitir a
los mosquitos alimentarse sobre ella con facilidad
(Consoli & Oliveira, 1994, modificado). A fin de
obtener huevos, se les ofrecié a las hembras una
ingesta sanguinea de ave, inmovilizando una paloma.
En el fondo de cada cesto se ubicaron recipientes
de 250 cc de capacidad, cuyo interior se cubrid
con papel de servilleta con 50 cc de agua potable.
Transcurridos 3 dias se retiraron los huevos adheridos
al papel. Cada dia se saco el papel con los huevos
y este fue sustituido por uno limpio. Las larvas (F1)
de estas colonias, se utilizaron para la realizacion de
los respectivos bioensayos, segin la metodologia
propuesta por Consoli & Oliveira (Consoli &
Oliveira, 1994, modificado).
Preparacion de soluciones del regulador de
crecimiento pyriproxyfen

Fueron preparadas cinco concentraciones o
soluciones acuosas de pyriproxyfen (0,01; 0,02; 0,03;
0,04 y 0,05 ppm) utilizando cinco pipotes plasticos
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de 120 litros de capacidad y en cada uno se agregaron
100 litros de agua, mas la cantidad de pyriproxyfen
0,5% G pesado de acuerdo a la concentracion final
respectiva. En el pipote control, solo afiadimos 100
litros de agua. Luego se cubrieron los recipientes
con tapas para evitar la oviposicion de mosquitos
externos y se dejo reposar por 24 horas bajo techo y
protegidos de la luz solar. Transcurridas 24 horas se
procedio a realizar los respectivos bioensayos segiin
la metodologia de Suarez (Suarez, 2008).

Bioensayos

» Evaluacion de la eficacia y actividad residual de
Pyriproxyfen sobre larvas y pupas de Aedes aegypti.

Pyriproxyfen se evalué a cinco dosis o
concentraciones (0,01; 0,02; 0,03; 0,04 y 0,05
ppm) sobre larvas y pupas de Aedes aegypti.
Cada concentracion representd un tratamiento. La
preparacion de las concentraciones se realizo el dia
cero. Al dia siguiente (dia uno), las larvas del IV
instar temprano, se expusieron a estas dosis. Para
lo cual, se empled contenedores plasticos de 300
ml de capacidad con tapa, en estos se agregd 250
ml de la respectiva solucion y 20 larvas de IV instar
temprano, siguiendo la metodologia propuesta por
Suarez (2008). Se realizaron ocho replicaciones por
tratamiento con 20 larvas/replicacion, para un total
de 160 larvas por tratamiento. Los contenedores
se revisaban a diario para contabilizar y extraer los
especimenes muertos, mientras que, las pupas vivas se
colocaban cuidadosamente dentro de vasos plasticos
de 57 ml de capacidad, llenos con 1/3 de la solucion
(respectiva dosis) y cubiertos con tul para observar
la emergencia o n6 del adulto. Por otro lado, cuatro
replicaciones de 20 larvas cada una, para un total de
80 larvas, fueron utilizadas como control, las cuales
se mantuvieron bajo las mismas condiciones y solo
con agua y alimento. En cada concentracion y control
se determiné el porcentaje de mortalidad de larvas,
mortalidad de pupas, inhibicion de la emergencia de
adultos, y lamortalidad de adultos emergidos. Cada 15
dias, hasta los 90 dias post-preparacion, se realizaron
bioensayos para determinar la persistencia del efecto
letal de pyriproxyfen. Durante la evaluacion no hubo
renovacion ni incremento de agua perdida. El agua
de los pipotes se agitd vigorosamente con una vara
de madera, antes tomar las muestras de 250 ml para
realizar cada bioensayo. El inicio del bioensayo se
registro a partir del momento en que se colocaron las
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larvas en los contenedores de cada solucion y finalizo
el dia que murio ultimo individuo del bioensayo
respectivo. Las larvas se alimentaron diariamente con
alimento para gatos (gatarina Catchow Contrymix®
finamente molida).

Diserio y Analisis Estadistico

En cada bioensayo, se aplicoé un disefio
experimental completamente al azar o aleatorizado.
La incapacidad de movimiento de los especimenes
tratados, fue el criterio que se utilizé para confirmar
inhibicion de la emergencia de adultos (Mulla et
al., 1974). Varios parametros fueron calculados con
los datos obtenidos en las pruebas y se procedio a
expresar los resultados como:

- Porcentaje de mortalidad de larvas (%ML) = [(Lm
/ Lexp) x 100]

- Porcentaje de mortalidad de pupas (%MP) = [(P m
/ Pm + ad) x 100]

- Porcentaje de mortalidad de adultos (%M) = (adultos
muertos/total emergidos)

- Porcentaje de inhibicion de emergencia de adultos
%IE = [100 — (100 — E/C)] donde

E = % de emergencia de expuestos
C =% de emergencia del control
Lm = larvas muertas

Lexp = larvas expuestas

Pm = pupas muertas

Sobre los datos de resultados de porcentajes
de mortalidad (%M) y porcentajes de inhibicién de
la emergencia (%IE) de adultos, se realizo el analisis
estadistico mediante un ANAVAR y la prueba de
comparaciones multiples de Tukey, para los efectos
principales de los factores cepa, dosis y bioensayos.
Los analisis se llevaron a cabo utilizando el programa
Minitab 16.0 para Microsoft® Windows®.

RESULTADOS
EVALUACION DE LA EFICACIA
Porcentaje de mortalidad (incluyendo el control)
El regulador de crecimiento pyriproxyfen,
alter6 de formanegativael desarrolloy lametamorfosis

de Ae. aegypti, tanto para la cepa Rockefeller como
para la cepa La Pedrera. Al ser expuestas las larvas
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a las cinco dosis del producto, se observo en los

especimenes tratados, que fueron afectados durante el
proceso de transformacion larva-pupa y pupa adulto,
presentandose la mayor mortalidad en la fase de pupa

(Tabla I).

Tabla I. Porcentajes de mortalidad de larvas, pupas y adultos de dos cepas de Aedes aegypti tratadas
con cinco dosis de pyriproxyfen preparado en un unico momento para evaluar su persistencia en el

tiempo, bajo condiciones de laboratorio.

El analisis de varianza mostr6 la presencia
de diferencias estadisticamente significativas para el
porcentaje de mortalidad entre la cepa Rockefeller y la
cepa La Pedrera (P<0,001), entre las dosis evaluadas
(0,01; 0,02; 0,03; 0,04 y 0,05 ppm) (P<0,001), entre

Cepa La Pedrera

Cepa Rockefeller

Dosis* DPP** N

Larvas Pupas Adultos Total Larvas Pupas Adultos Total
0 1 80 0 0 0 0 0 0 0 0
0 7 80 0 0 0 0 0 2,5 0 1,25
0 15 80 1,25 0 1,25 1,25 1,25 25 0 3,75
0 30 120 0,83 0,83 0 1,66 0,83 2,5 0 3,33
0 45 120 0 0 0 0 0 2,5 0 2,5
0 60 120 0 0 0 0 0 0,83 0 0,83
0 75 120 0 0,83 0 0,83 0 0,83 0 0,83
0 90 120 0 0,83 0,83 1,66 0 0 0 0
0,01 1 160 0 67,5 23,75 91,25 0 87,5 6,25 93,75
0,01 7 160 0,62 38,12 48,12 86,86 2,5 62,5 31,87 96,87
0,01 15 160 1,25 20 26,87 48,12 4,37 51,87 35 91,24
0,01 30 160 0,62 3,75 36,87 41,24 6,87 66,87 13,2 86,94
0,01 45 120 1,87 11,25 1,25 14,37 2,5 70,62 1,25 74,37
0,01 60 160 0 13,75 6,25 20 0 63,12 1,87 64,99
0,01 75 160 0,62 6,25 2,5 9,37 1,25 11,87 14,37 27,49
0,01 90 160 0 1,87 1,25 3,12 0 0 0,62 0,62
0,02 1 160 0,62 95 4,37 99,99 1,25 98,75 0 100
0,02 7 160 2,5 43,1 33,12 48,72 2,5 81,25 13,75 97,5
0,02 15 120 0,62 36,87 36,87 74,36 8,12 89,37 1,87 99,36
0,02 30 160 0,62 42,5 25,62 68,74 6,25 86,87 5 98,12
0,02 45 160 0,62 8,12 16,25 24,99 0 1,87 0 1,87
0,02 60 160 1,25 72,5 8,75 82,5 0,62 94,37 1,25 96,24
0,02 75 160 0 34,37 13,75 48,12 1,25 65 75 73,75
0,02 90 160 0 21,25 40 61,25 0,62 59,37 13,12 73,11
0,03 1 120 0 99,37 0,625 99,99 0,62 98,12 1,25 99,99
0,03 7 160 0 96,2 3,75 99,95 2,5 97,5 0 100
0,03 15 160 1,87 98,12 0 99,99 3,12 90,62 6,25 99.99
0,03 30 160 0,62 94,37 3,75 98,74 8,75 91,25 0 100
0,03 45 160 1,25 74,37 75 83,12 0,62 99,37 0 99,99
0,03 60 160 1,25 63,75 13,12 78,12 0 95 1,25 96,25
0,03 75 120 0 51,87 20 71,87 0 90 75 97,5
0,03 90 160 0 40,62 12,5 53,12 1,2 97,5 1,2 99,9
0,04 1 160 0 95,62 1,8 97,42 1,25 98,75 0 100
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0,04 7 160 0,62 98,7 0,62 99,94 6,25 93,75 0 100
0,04 15 160 1,25 98,75 100 1,25 98,75 0 100
0,04 30 160 0 100 100 6,87 93,12 0 99,99
0,04 45 120 0,62 96,87 99,99 1,25 98,75 0 100
0,04 60 160 0,62 98,75 99,37 0 96,87 0,62 97,49
0,04 75 160 0 98,75 0,62 98,74 1,25 98,75 0 100
0,04 90 160 0,62 93,75 4,37 98,74 0 100 0 100
0,05 1 160 1,87 98,12 99,99 1,25 98,75 0 100
0,05 7 160 0 98,12 1,87 99,99 3,75 96,25 0 100
0,05 15 120 0,62 98,75 99,37 1,87 98,12 0 99,99
0,05 30 160 1,25 98,75 100 0 96,25 0 96,25
0,05 45 160 1,87 94,37 1,25 97,49 1,25 98,75 0 100
0,05 60 160 0 100 100 0 99,37 0,62 99,99
0,05 75 160 0,62 99,37 99,99 0,62 99,37 0 99,99
0,05 90 160 0 98,12 1,87 99,99 0,62 99,37 0 99,99

*Dosis de pyriproxyfen en partes por millon (ppm).
**DPP: dias luego de preparada la mezcla de pyriproxyfen.

los bioensayos (1, 7, 15, 30, 45, 60, 75, 90 dias),
entre las interacciones cepasxdosis (P<0,001),
cepasxbioensayos (P<0,001) y dosisxbioensayos.

Losresultados de la prueba de comparaciones
multiples de Tukey para ambas cepas se muestran en
la Tabla II, como era de esperarse, se puede observar
que la cepa susceptible Rockefeller, presenta un
porcentaje de mortalidad significativamente mayor al
de la cepa La Pedrera.

Como se observa en la Tabla III, la
mortalidad total no presentd diferencias significativas
entre las dosis 0,04 y 0,05 ppm, sin embargo
simultdneamente ambas presentan el mayor
porcentaje de mortalidad total, es decir durante todo el
periodo de experimentacion. A las dosis de 0,01; 0,02
y 0,03 ppm se presentaron porcentajes de mortalidad
total decrecientes y con diferencias estadisticamente
significativas entre los mismos (Tabla III).

Tabla Il. Porcentaje de mortalidad total (%M total)
clasificado segun las cepas.

Cepa Media aritmética
Rockefeller 76,83 A
La Pedrera 65,37 B

*Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias
significativas al 5% segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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Por otro lado con respecto a los bioensayos,
se observa que mientras el producto se utilizd con
poco tiempo de preparado se presentaron los mayores
porcentajes de mortalidad, sin embargo, también se
observa que su efectividad decrece en la medida que el
producto tiene mayor tiempo de preparado (Tabla IV).

Porcentaje de mortalidad (excluyendo el control)

El analisis de varianza mostrd que hay
diferencias significativas para el porcentaje de
mortalidad entre la cepa Rockefeller y cepa La
Pedrera (P<0,001), entre las dosis (0; 0,01; 0,02; 0,03;

Tabla Ill. Porcentaje de mortalidad (%M total)
clasificado segun las dosis.
. Concentracion Media
Dosis L
(ppm) aritmética
5 0,05 99,77 A
4 0,04 99,57 A
3 0,03 92,07 B
2 0,02 79,06 C
1 0,01 54,92 D
0 0 1,224 E

*Las medias con letras mayusculas diferentes presentan diferencias
significativas, medias con letras iguales no presentan diferencias
significativas, segun la prueba de comparaciones miultiples de Tukey al
nivel del 5 %.
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Tabla IV. Porcentaje de mortalidad (%M total) para
ambas cepas, clasificado seguin los dias post-
tratamiento.

Bioensayo Dias . I.\/Iec’iig
Post-tratamiento aritmeética
1 1 83,40 A
2 7 79,79 AB
3 15 76,93 BC
4 30 74,83 CD
5 45 71,06 D
6 60 65,16 E
7 75 60,92 F
8 90 57,74 F

*Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias
significativas al nivel del 5%, segin la prueba de comparaciones multiples
de Tukey.

0,04 y 0,05 ppm) (P<0,001), entre los bioensayos
(1, 7, 15, 30, 45, 60, 75, 90 dias) (P<0,001) y
entre las interacciones cepasxdosis (P<0,001),
cepasxbioensayos (P<0,001) y dosisxbioensayos.

En la Tabla V, se observa que entre
0,04 y 0,05 ppm no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas y al mismo tiempo
ambas dosis presentaron mayor porcentaje de
mortalidad que el resto de las dosis; las cuales
presentaron porcentajes de mortalidad inferiores y
con diferencias estadisticamente significativas entre
las mismas (Tabla V).

Por otro lado, con respecto a los bioensayos
(dias post-tratamiento), podemos observar que las
concentraciones con poco tiempo (dias) de preparadas
y almacenadas, presentaron mayor porcentaje de
mortalidad, pero a medida que transcurren los dias

Tabla V. Porcentaje de mortalidad para ambas
cepas clasificado segun las dosis.

. Concentracién Media

Dosis e
(ppm) aritmética

5 0,05 99,77 A
4 0,04 99,57 A
3 0,03 92,02B
2 0,02 79,06 C
1 0,01 54,92 D

*Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias al nivel
del 5%, segtin la prueba de comparaciones miultiples de Tukey.

214

post-tratamiento su efectividad va disminuyendo
(Tabla VI).

Porcentaje de Inhibicion de la Emergencia (%IE) de
mosquitos adultos

Los resultados del porcentaje de inhibicion
de la emergencia (%IE) de Adedes aegypti en la
cepa La Pedrera, se muestran en la Fig. 1. Durante
el periodo de experimentacion, las dosis evaluadas
presentaron valores de %IE altos, pero a medida
que transcurren los dias post-tratamiento, estos
valores decrecen. Sin embargo, el porcentaje de la
inhibicion de la emergencia (%IE) en las dosis de
0,04 y 0,05 ppm, fue alto durante todo el periodo de
experimentacion, variando de 100 a 97,5 %. Mientras
que, en la dosis de 0,01 ppm varié de 91,25 a 1,49
%, siendo evidente que con esta concentracion perdid
totalmente su efectividad a los 90 dias. A la dosis de
0,02 ppm, el %IE mas alto fue de 100 % y el menor
fue de 25 % a los 45 dias post-tratamiento. Para 0,03
ppm, el %IE mas alto fue de 100 % (a 1 dia post-
tratamiento) y el menor fue de 52,34 % (a los 90 dias
post-tratamiento).

Durante el periodo de experimentacion (90
dias) las dosis evaluadas (0,01; 0,02; 0,03; 0,04 y
0,05 ppm) presentaron valores de % IE altos para la
cepa Rockefeller, manteniéndose asi a medida que
transcurren los dias post-tratamiento, a excepcion
de la dosis 0,01 ppm, cuyo % IE vario de 93,75%
a 0,63%, siendo evidente que esta concentracion
perdi6 su efectividad para esta cepa a los 90 dias. La

Tabla VI. Mortalidad promedio de dos cepas de
Aedes aegyptien funcion de los dias transcurridos
después del tratamiento.

Post-tgt?a;iento Mortalidad promedio*
1 98,88 A
7 95,50 AB
15 91,69 BC
30 89,38 CD
45 85,19 D
60 77,94E
75 72,94 F
90 69,13 F

*Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias
significativas nivel al 5%, segtn la prueba de comparaciones multiples de
Tukey.
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Fig. 1. Porcentaje de Inhibiciéon de la Emergencia (%IE) de adultos de Aedes
aegypti cepa La Pedrera, por efecto de cinco dosis de pyriproxyfen (0,01; 0,02;
0,03; 0,04 y 0,05 ppm) en condiciones de laboratorio.
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inhibicion de la emergencia con las dosis de 0,03; 0,04
y 0,05 ppm fue alta, manteniéndose en el 100% hasta
los 45 dias post-tratamiento; sin embargo esta luego
decrece a valores por encima de 95%, manteniéndose
alta hasta alcanzar nuevamente valores de % IE del
100% a los 90 dias (Fig. 2).

El analisis de varianza mostrd, como era de
esperarse, la presencia de diferencias estadisticamente
significativas para porcentaje de inhibicién de la
emergencia entre la cepa Rockefeller y la cepa La
Pedrera (P<0,001), entre las dosis evaluadas (0;
0,01; 0,02; 0,03; 0,04 y 0,05 ppm) (P<0,001), entre
el periodo de tiempo transcurrido (1, 7, 15, 30, 45,
60, 75, 90 dias) (P<0,001) y entre las interacciones
cepasxdosis (P<0,001), cepasxbioensayos (P<0,001)
y dosisxbioensayos.

Losresultados de la prueba de comparaciones
multiples de Tukey para ambas cepas se presentan
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en la Tabla VII, se observa que la cepa Rockefeller
presenta un porcentaje de inhibicion de la emergencia,
como era de esperarse significativamente mayor al de
la cepa La Pedrera, lo cual sugiere que esta es mas
susceptible al producto.

Con respecto a los dias transcurridos
después del tratamiento, se observa claramente que
el producto con poco tiempo de almacenamiento
presento mayores porcentajes de emergencia de
adultos; sin embargo, también se observa que su

Tabla VIIl. Porcentaje de inhibicion de laemergencia
(%IE) de adultos de Aedes aegypti clasificado
segun las cepas Rockefeller y La Pedrera.

Cepa %IE promedio
Rockefeller 91,80 A
La Pedrera 78,08 B

*Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias al 5%,
segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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Fig. 2. Porcentaje de Inhibicién de la Emergencia (%IE) de adultos de Aedes
aegypti cepa Rockefeller, por efecto de cinco dosis ((0,01; 0,02; 0,03; 0,04 y
0,05 ppm) de pyriproxyfen bajo condiciones de laboratorio.
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efectividad decrece en la medida que el producto
tiene mayor tiempo de preparado (Tabla VIII).

Persistencia de pyriproxyfen

La persistencia de la actividad residual del
pyriproxyfen durante los 90 dias post-tratamiento,

Tabla VIIl. Porcentaje de inhibicion de la
emergencia (% IE) de Aedes aegypti clasificado
segun la duracion de los bioensayos.

Dias Post-tratamiento (% IE) promedio

1 98,88 A
7 95,49 AB
15 91,46 BC
30 89,18 CD
60 85,16 D
45 77,83 E
75 72,711 F

*Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias al 5%,
seglin la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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mostré un comportamiento variable a las dosis de
0,01; 0,02 y 0,03 ppm, tanto en la cepa La Pedrera
(poblacion de campo) como en la cepa Rockefeller
(susceptible de laboratorio), mientras que, a las
dosis de 0,04 y 0,05 ppm, se observaron respuestas
mas homogéneas durante los 90 dias.

Al analizar el efecto residual del regulador
de crecimiento pyriproxyfen sobre individuos
de Ae. aegypti cepa La Pedrera, se hallaron
porcentajes de inhibicion de la emergencia (%IE)
que oscilaron de 100% a 1,49%, durante todo el
periodo de experimentacion, encontrandose menor
efecto residual a las dosis mas bajas 0,01 y 0,02
ppm. En cambio, con las dosis de 0,04 y 0,05 ppm
el porcentaje de inhibicion de la emergencia se
mantuvo entre 97,5 y 100% durante todo el periodo
de experimentacion. Este resultado es bastante
satisfactorio y sugiere que la persistencia puede ser
incluso de hasta 120 dias en condiciones de campo
en sitios o criaderos bajo sombra parcial o poca
luz.

Bol. Mal. Salud Amb.



Para la cepa susceptible Rockefeller el
porcentaje de inhibicion de la emergencia varid entre
100% y 0,63 % para las dosis de 0,01 y 0,02 ppm, con
tendencia a ir disminuyendo a medida que transcurren
los dias post-tratamiento, mientras que para las dosis
de 0,03; 0,04 y 0,05 ppm el porcentaje de inhibicion
de la emergencia se mantuvo en 100 % durante 45
dias, a los 60 dias presentaron un leve descenso,
manteniéndose por encima de 96 %. Posteriormente a
los 90 dias, el porcentaje de inhibicion de emergencia
aumenta, manteniéndose en 100 % a las dosis de 0,03,
0,04 y 0,05 ppm. Este resultado sugiere, como era de
esperarse que la cepa Rockefeller es mas susceptible
que la cepa de campo La Pedrera.

DISCUSION

En Venezuela el programa nacional de
control de Aedes aegypti ha mantenido por mucho
tiempo al temephos (Abate) como principal
larvicida, en consecuencia las poblaciones de este
mosquito se encuentran bajo una continua presion de
seleccion de individuos resistentes a este insecticida
organofosforado. La evaluacion periddica de la
susceptibilidad de los vectores a los insecticidas
permite la oportuna escogencia de los quimicos a usar
en los programas de control, asi como una adecuada
planificacion de las estrategias, para realizar la rotacion
de insecticidas a fin de mantener poblaciones de
vectores susceptibles. Actualmente existen productos
que estan siendo evaluados como alternativas contra
larvas de mosquitos Culicidae, debido a su efectividad
y baja dosificacion, como son pyriproxyfen vy
metopreno, ambos ampliamente recomendados por
tener baja toxicidad, alto efecto residual y elevada
eficacia (Carvalho & Antonaci, 2006).

En algunos paises de Asia, se han realizado
trabajos en laboratorio y campo que demostraron la
alta eficacia del pyriproxyfen como regulador del
crecimiento de vectores no solo de malaria como
Anopheles stephensi (Susuki ef al., 1989); Anopheles
punctimaculus (Okazawa ef al., 1991); sino también
contra otras especies de mosquitos como Culex
pipens pallens, Aedes aegypti, Aedes nigromaculis
y Culex tarsalis (Mulla et al., 1986). En estos
estudios, al aplicar la dosis de 0,05 ppm se inhibio la
emergencia de adultos por mas de 5 semanas después
del tratamiento, coincidiendo con nuestros resultados,
en los cuales la misma dosis inhibi6 la emergencia en
un 100 % hasta por 90 dias.
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Nayar et al. (2002), en Florida, U.S.A
compararon la actividad residual de metopreno y
pyriproxyfen a dos concentraciones 0,02 y 0,05 ppm en
condiciones de laboratorio y campo, sobre las especies
Ae. aegypti, Aedes albopictus, Culex nigripalpus
y Aedes taeniorhynchus. Estos autores observaron
con ambas concentraciones que la inhibicion de la
emergencia de adultos ocasionada por pyriproxyfen fue
mayor que la correspondiente al metopreno y que para
Aedes aegypti 0,05 ppm fue la dosis de pyriproxyfen
que logro 100 % de inhibicion de la emergencia.

En Brasil, Carvalho y Antonaci (20006),
evaluaron la eficacia y efecto residual del pyriproxyfen
sobre Aedes aegypti. Al comparar el efecto residual
entre dos concentraciones, la dosis de 0,05 ppm
presento alta residualidad hasta 90 dias, coincidiendo
con nuestros resultados, ya que con ambas cepas
tratadas (Aedes aegypti cepa La Pedrera y cepa
Rockfeller) se obtuvieron porcentajes de mortalidad de
pupas y de inhibicion de la emergencia de adultos de
100 % durante un periodo de 90 dias.

En Venezuela, Berti ef al. (2007) evaluaron la
persistencia del pyriproxyfen usando tres dosis (0,01;
0,05 y 0,25 ppm) durante 12 semanas sobre larvas de
Aedes aegypti. La concentracion de 0,01 ppm solo fue
efectiva en la semana inicial con valores de mortalidad
de pupas de 98% en la primera semana, luego en
ambos el porcentaje se redujo en las siguientes
semanas evaluadas. La dosis de 0,05 ppm fue eficaz
durante las primeras 6 semanas, pero a medida que
transcurria el tiempo de evaluacion registr6 menor
eficacia y disminuy0 la persistencia. La concentracion
de 0,25 ppm, produjo porcentajes de mortalidad de
pupas entre 94 y 100 % hasta la semana 12. Esta tltima
concentracion, si bien es muy alta (0,25 ppm), es sin
embargo cuatro veces menor que la correspondiente al
Abate (1 ppm) utilizada en el programa de control de
Aedes aegypti de Venezuela.

En el estado Trujillo de Venezuela, Suarez
et al., (2011), evaluaron la eficacia del pyriproxyfen
(Sumilar® 0,5 G) bajo condiciones de laboratorio en
tres poblaciones de Aedes aegypti. La mortalidad
en fase de pupa fue significativamente mayor que la
mortalidad a nivel larval. Estos autores (Suarez ef al.,
2011) demostraron que pyriproxyfen a la dosis de
0,05 ppm actua eficazmente en los estadios inmaduros
tardios inhibiendo la emergencia de adultos en mas del
75% durante las primeras cuatro semanas.
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Nuestros resultados coinciden con algunas
investigaciones anteriores, sin embargo se contraponen
con los resultados obtenidos por Vythilingam et al
(2005) bajo condiciones de laboratorio, quienes
registraron con las dosis de 0,01 y 0,02 ppm porcentajes
de inhibicién de la emergencia cercanos a 100%
durante cuatro meses (120 dias) sobre larvas de Ae.
aegypti y Ae. albopictus con remplazo y sin remplazo
del 20 % del agua tratada.

En el presente trabajo la persistencia del
pyriproxyfen después del tratamiento alcanzo6 valores
de 100% de inhibicion de la emergencia durante los
90 dias en ambas cepas estudiadas para las dosis de
0,04 y 0,05 ppm, la cual mostré un comportamiento
menos homogéneo a las dosis de 0,01 y 0,02 ppm,
posiblemente debido a que no deben ser las dosis
adecuadas para estas poblaciones y esto podria inducir
mecanismos bioquimicos que confieran a largo plazo
resistencia al regulador; en vista de los resultados
obtenidos, se recomienda usar dosis de 0,04 y 0,05
ppm en estrategias dirigidas al control de larvas de
Aedes aegypti en Venezuela; ya que en ambas cepas
se obtuvieron respuestas homogéneas y porcentajes de
inhibicion de emergencia > 96,22%.

En conclusion el pyriproxyfen presenta gran
potencial como alternativa de control en los programas
de manejo integrado de vectores en Venezuela. Este
puede ser alternado con otros larvicidas como el Abate
o el Bti, dentro del programa nacional de control de
Aedes aegypti. En ese sentido, habrd que tomar en
cuenta que la eficacia del producto disminuye en
condiciones de campo, debido a los factores climaticos
adversos y parametros fisico-quimicos del agua, en este
sentido habra que incrementar las dosis de aplicacion,
sobre todo en los criaderos expuestos totalmente al sol.
Sin embargo, la salinidad al parecer no afecta la eficacia
del producto; en Corea del Sur, fue evaluada su eficacia
a dosis de 0,05 ppm contra Aedes togoi (Theobald) en
criaderos de alta salinidad, obteniéndose excelentes
resultados, con porcentajes de mortalidad de pupas de
100% hasta 40 dias post-tratamiento y 74,6% a 51 dias
del tratamiento (Dong-Kyu, 2001).
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como
finalidad proponer el manejo adecuado de sustancias
peligrosas en los laboratorios del Departamento de Biologia
de la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad de
Carabobo, de acuerdo a la norma ambiental vigente. El tipo de
investigacion que se implementé fue documental y de campo.
El tiempo de recoleccién de datos fue de cuatro meses y las
herramientas utilizadas para la recoleccién de los mismos
fueron la entrevista, la aplicaciéon de encuesta y el muestreo;
se trabajo con una muestra de 54 estudiantes y un técnico y un
profesor para cada laboratorio. Se caracterizaron los efluentes
una vez tomadas las muestras y también luego de la aplicacion
de los tratamientos fisicoquimicos (oxidaciéon quimica para
remover la DBO y la DQO) segun el parametro en estudio.
Luego de la recoleccion de datos y el analisis de los resultados
se determiné que los laboratorios no estan tomando en cuenta
un plan de manejo de las sustancias peligrosas que se deben
manipular de acuerdo a lo establecido por la normativa legal
vigente (Decreto 2635) y que algunos de los efluentes no
cumple con los limites maximos permisibles para las descarga
a redes cloacales segun el Decreto 883. Finalmente se
propone mejorar el plan de manejo de sustancias peligrosas
mediante el acondicionamiento del depdsito de desechos,
la elaboracion de hojas de seguridad y etiquetas para
todos los reactivos, la sefializacién adecuada dentro de las
instalaciones, la incineracion de los desechos almacenados en
el deposito destinado para ello y el retso del formol y etanol.

Palabras clave: plan de manejo, sustancia peligrosa,
caracterizacion, desechos, tratamiento.

INTRDUCCION

El empleo de sustancias quimicas en los
laboratorios de docencia e investigacion, asi como
la fabricacion de productos a nivel industrial, ha
crecido, ya que la poblacion mundial ha aumentado,
y por ende las necesidades de los individuos. Por esta

SUMMARY

The aim of this study was to propose ways to
ensure the correct handling of hazardous substances in
laboratories at the Department of Biology, Faculty of Science
and Technology, Carabobo University. Both documentary
and field data were collected. The survey was completed
in four months and consisted of interviews, questionnaires
and sampling. A total of 54 students, and one technician
and one professor for each laboratory were surveyed.
Samples were taken of all effluents and these were
characterized before and after physiochemical treatments
were implemented (chemical oxidation to remove BDO and
CDO) when applicable. The laboratories surveyed did not
follow pre-set procedures for the handling of hazardous
substances, which should be manipulated according to the
provisions of the current legislation (Decree No. 2635). In
addition, the concentrations of some of the effluents were
higher than the maximum permitted limits for discharge
into the sewage system according to Decree No 883.
The handling of hazardous substances could be greatly
improved by: refurbishing the waste reservoir, drawing
up safety data sheets, labelling chemical substances, the
use of adequate signage within the facilities, incinerating
waste materials stored in the designated warehouse and
the reuse of formaldehyde and ethanol.

Key Words: handling plan, hazardous substances,
characterization, waste materials, treatment.

razon, es fundamental que las actividades en las cuales
se emplean estas sustancias se realicen generando el
menor impacto ambiental posible. Dichas sustancias
se clasifican en no peligrosas y peligrosas, siendo estas
ultimas definidas como “sustancias liquidas, sélidas
0 gaseosas que presentan caracteristicas explosivas,
inflamables, reactivas, corrosivas, combustibles,

Universidad de Carabobo. Valencia, Edo Carabobo. Venezuela.
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radiactivas, biologicas perjudiciales, en cantidades o
concentraciones tales que representa un riesgo para la
salud y el ambiente” (Ley sobre sustancias, materiales
y desechos peligrosos, 2001). Para manipular
estas sustancias, asi como los desechos peligrosos
es necesario implementar un plan de manejo que
constituye un conjunto de operaciones dirigidas
a darle a las sustancias, materiales y desechos
peligrosos el destino mas adecuado, de acuerdo con
sus caracteristicas, con la finalidad de prevenir dafios
a la salud y al ambiente (Decreto 2635, 1998). Con la
puesta en marcha de las actividades que implica este
plan se logra que la manipulacion de las sustancias y
los desechos de naturaleza peligrosa se realice de la
manera adecuada, permitiendo asi que las personas
que estén en contacto con las mismas disminuyan el
riesgo al manipularlas.

En la actualidad existen altos niveles de
contaminacion lo que ha generado un gran impacto
en la sociedad e inquietudes a nivel mundial, ya que
gran parte de esta contaminacion es provocada por
un manejo inadecuado de los desechos peligrosos, los
cuales generan problemas a corto, mediano y largo
plazo (Montano, 2006). Venezuela en busqueda de su
desarrollo no solo se ha enfocado en el &mbito juridico
y administrativo, sino también en el ambiental con
el desarrollo de organizaciones que tienen como
fin la proteccion del medio ambiente con el buen
aprovechamiento de sus recursos naturales (Lopez
& Urbina, 2011). Una de las normativas vigentes
mas relevantes es el Decreto para el Control de la
Recuperacion de Materiales Peligrosos y el Manejo
de los Desechos Peligrosos (Decreto 2635, Gaceta
Oficial extraordinaria nimero 5245) que contempla
como debe ser el tratamiento para los diferentes
tipos de desechos peligrosos. Existe también la Ley
sobre Sustancias, Materiales y Desechos Peligrosos,
(Ley 55, Gaceta Oficial niimero 5554), que tiene
por objeto regular la generacion, uso, recoleccion,
almacenamiento, transporte, tratamiento y disposicion
final de las sustancias, materiales y desechos
peligrosos, asi como cualquier otra operacion que los
involucre con el fin de proteger la salud de las personas
y el ambiente. También es importante destacar la
caracterizacion de los efluentes para asi conocer si
se encuentran dentro de las especificaciones que
establecen la Norma para la Clasificacion y el Control
de la Calidad de las Aguas de la Cuenca del Lago de
Valencia (Decreto 3219, Gaceta oficial extraordinaria
numero 5305) y las Normas para la Clasificacion y
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el Control de la Calidad de los Cuerpos de Agua y
Vertidos o Efluentes Liquidos (Decreto 883, Gaceta
oficial extraordinaria ntimero 5021).

La Universidad de Carabobo ubicada en el
Municipio Naguanagua del estado Carabobo, inicia
sus actividades en el afo 1958. Actualmente entre las
diversas Facultades que hacen vida en la Universidad,
encontramos la Facultad de Ciencias y Tecnologia
(FACYT), donde funciona el Departamento de
Biologia, el cual tiene diez afios de haberse fundado.
Los desechos generados por los laboratorios de dicho
Departamento es importante estudiarlos ya que estos
pueden ser contaminantes, afectando la salud de las
personas que alli laboran y estudian, y producir un
mayor impacto en el ambiente. Cabe destacar los
laboratorios que forman parte del Departamento
de Biologia de la FACYT vy la disposicion final de
sus desechos, lo cual se indica a continuacion: Los
laboratorios de Microbiologia y Genética, disponen
en la Autoclave. Bioquimica y Biotecnologia, llevan
sus desechos al Depdsito, y los laboratorios restantes:
Biodiversidad Animal, Diversidad-Fisiologia Vegetal,
Ecologia Terrestre, Biodiversidad, Fisiologia Animal
y Ecologia Marina, desechan al drenaje. Sin embargo,
cabe sefialar que los laboratorios de Biodiversidad
y Fisiologia Animal, solo usan Formol y Etanol
para preservar las especies de estudio usadas en sus
practicas, y el de Ecologia Marina, utiliza materiales
solidos no peligrosos.

Esta investigacion se realiza con la
finalidad de plantear la mejor propuesta para
tratar los materiales y/o desechos peligrosos de los
laboratorios de Biologia, de modo que cumplan con
lo que establecen las leyes en materia ambiental,
para asi no dar un uso equivocado a estos desechos,
y evitar la contaminacion de cuerpos de agua, aire y
suelos. Ademas, se disminuye el riesgo de exposicion
a este tipo de sustancias, evitandose la posibilidad
de contaminacion, de cualquier persona que se
encuentre en el entorno. Por otro lado, es importante
que toda gestion que implique generacion o uso de
sustancias peligrosas, se realice bajo las condiciones
que establecen las leyes, de lo contrario por incurrir
en una falta, se pudiera aplicar una sancion pertinente
segun la gravedad del caso; por lo tanto debido a los
motivos expuestos, el alcance de esta investigacion
es la implementacion del plan de manejo de las
sustancias peligrosas en los laboratorio del Dpto. de
Biologia de la FACYT-UC.
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MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion segin la estrategia es
de tipo documental y de campo (Zorrilla, 1993),
y de acuerdo al nivel de profundidad es proyectiva
(Hurtado, 2008). Dicho trabajo se realiz6 en las
siguientes etapas:

1.- Diagnostico de las condiciones de los laboratorios
del Departamento de Biologia de la FACYT con
relacion al manejo de sustancias peligrosas

Esta fase consistio en visitas a cada uno de
los laboratorios que forman parte del Departamento
de Biologia, recolectandose informacion mediante
entrevistas a los técnicos de cada laboratorio; y asi
conocer las practicas que se realizan, las sustancias
que emplean y sus caracteristicas (concentracion y
cantidad), los tipos de desechos que se generan, su
almacenamiento, manejo y disposicion final. Ademas,
se realiz6 un recorrido por el depoésito de desechos, y
se pudo establecer las condiciones de infraestructura
del mismo. Adicionalmente, se aplicod una encuesta
a técnicos, profesores y alumnos, de modo de
conocer si tenian nocién del nivel de peligrosidad
de las sustancias que manipulan, como manejarlas,
y el impacto que estas causan en el ambiente. El
cuestionario aplicado constd de 15 preguntas con
respuestas dicotomicas a los técnicos y profesores,
y 8 preguntas a los estudiantes, con 5 posibilidades
de respuesta, tomando en cuenta la frecuencia con
que realizaban la accidon propuesta. Actualmente los
laboratorios de la FACYT de Biologia tienen un total
de doscientos cuarenta y ocho (248) estudiantes,
siendo este valor la poblacion (Tamayo & Tamayo,
1997), debemos tomar en cuenta que hay doce (12)
profesores y doce (12) técnicos. La muestra fue de 54
personas y se calculd mediante el uso de la siguiente
formula:

N-P-Q-Z2
n-= —
P-QZ% +EZ -(N + 1)

Ec-1

Doénde: n: tamafo de la muestra, N: tamafio de
la poblacion, P: variabilidad positiva (0,50), Q:
variabilidad negativa (0,50), Z: nivel de confianza
(1,64) y E: precision o error (0,1) (Cadenas, 1974).

2.- Identificacion de las sustancias que se utilizan en
cada una de las prdcticas en todos los laboratorios
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segun los niveles de riesgo de acuerdo a la normativa
vigente con la finalidad de seleccionar cuales son las
sustancias con las que se va a trabajar segun el nivel
de peligrosidad

Con las visitas a los laboratorios se conocid
las sustancias que se utilizan en cada una de sus
practicas, y asi realizar una revision bibliografica
con el apoyo del Anexo C del Decreto 2635, donde
se establecen las sustancias peligrosas, tal como lo
indica el articulo 5 del mismo. Teniendo conocimiento
de cada una de las sustancias en estudio, se procedio a
clasificarlas en no peligrosas y peligrosas, y finalmente
se establecieron las propiedades fisicoquimicas, el
numero CAS (Chemical Abstract Service / Servicio
de Restimenes Quimicos) y el rombo de seguridad
para cada una, asi como también se indica el rombo
segin la ONU con su respectiva clase, tal como lo
sefala la Norma COVENIN 3060:02.

3.- Caracterizacion de las sustancias peligrosas para
determinar si se encuentran dentro del rango de
las especificaciones de la normativa ambiental por
medio de la caracterizacion de los vertidos en las
diferentes prdacticas

Con las entrevistas a los técnicos de cada
laboratorio se conocio la disposicion final de los
desechos que en estos se producen, seleccionando asi
los laboratorios de Diversidad y Fisiologia Vegetal,
Ecologia Terrestre y Biodiversidad Animal, cuyos
desechos son descartados en el desagiie. Segun la
naturaleza de los reactivos usados en las practicas,
se establecid los parametros que se iban a determinar
para cada laboratorio, como Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO), Demanda Bioquimica de Oxigeno
(DBO), Cloruros, Sulfatos y Nitrogeno Total. Se
tomaron muestras en cada una de las practicas
siguiendo lo establecido en la Norma COVENIN
2709:02, Aguas residuales, industriales. Guia para
técnicas de muestreo.

En el caso del Laboratorio Diversidad y
Fisiologia Vegetal, de la muestra recolectada al final
de cada practica (siete practicas en total), se tomd una
parte para realizar el analisis de DBO vy la restante era
depositada en un recipiente de plastico y refrigerada,
de modo que al finalizar todas las practicas se realizara
los analisis restantes a esta mezcla. Los parametros
fueron determinados en el Centro de Investigacion
Microbioldgicas Aplicadas de la Universidad de
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Carabobo (CIMA-UC). Como el analisis de la DBO
se debe realizar a las 24 horas siguientes a la toma de
la muestra, y el resto de los parametros se les realizd
a la mezcla total; se determind el DBO promedio
(tomando en cuenta las siete muestras tomadas).

La formula empleada para la determinacion
del DBO promedio es:

¥z Vol -DBO oy
Volyg

DBO o = (Ec-2)

Donde: DBO (ppm), Vol: volumen (L), mi: muestra
1, tot: total

En la ecuaciéon 2, se conocen los que
provienen de la caracterizacion de las muestras
individuales, pero se desconoce el volumen total y el
de cada muestra, por lo que el volumen recolectado
se obtuvo a través de la formula del paralelepipedo,
ya que el fregadero en el cual se recolect6 la muestra
posee esta forma geométrica. Se tomaron las
dimensiones de largo (39 cm) y ancho (35 cm) del
fregadero, y el dia de la toma de la muestra, se midid
con una cinta métrica la atura a la cual se encontraba
el liquido. En consecuencia la ecuacion a aplicar es la
siguiente:

Vol =lLah  (Ec-3)
Doénde: 1: largo del fregadero (m), a: ancho del
fregadero (m) y h: altura del liquido (m).

Debido a que se cuenta con todas las
variables necesarias para la determinacion del
volumen de cada muestra, el calculo para la primera
practica titulada Nutriciéon Mineral resulto 7,51L y al
sumar los siete volumenes de las practicas restantes
se obtiene un volumen total de 49,2 L; y finalmente
un valor del DBO promedio de 279,01 ppm.

Para los laboratorios de Biodiversidad
Animal y Ecologia Terrestre, se tomo6 una sola
muestra en cada uno, ya que solo en una practica los
desechos generados eran descartados en el desagiie;
los analisis realizados fueron: DQO, DBO vy cloruros
para el primero y DBO y DQO para el segundo.
Una vez obtenidos los resultados de los parametros
estudiados, se compararon con lo que establece
el Decreto 883, “Normas para las Clasificacion y
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el Control de la Calidad de los Cuerpos de Agua
y Vertidos o Efluentes Liquidos”. Finalmente se
establecié cuales parametros excedian el maximo
establecido por el Decreto.

4.- Proponer alternativas de recuperacion de los
materiales peligrosos, segun la normativa ambiental
vigente, a fin de seleccionar la que reduce el impacto
que estos generan: Para el cumplimiento de este
objetivo se procedio a dividir los desechos en tres

grupos

El primero que son todos aquellos desechos
que se encuentran almacenado en un depdsito
destinado para ello, el segundo los que son vertidos
en el desagiie y el ultimo aquellos que se utilizan para
la preservacion de la flora y fauna, y son desechados
cuando el volumen no es el requerido.

PRIMER GRUPO: Se realizd la inspeccion al
depdsito de desechos observandose las condiciones
en las que éste se encontraba, para determinar
si cumplia con lo que establece el Decreto 2635
en el capitulo II, articulo 40. Luego se procedid
a realizar un inventario de las sustancias que se
encuentran almacenadas, tomando en cuenta el
etiquetado y envasado segun lo establecido en el
capitulo 1II, articulo 17 del mencionando Decreto.
Una vez identificadas las sustancias y establecidas
las condiciones de almacenamiento, se selecciond
la incineracion como operaciéon de manejo de
desechos liquidos peligrosos (Castel, 2012). Hay
ciertas mezclas como cloroformo-fenol, tolueno-agua
que pueden ser separadas mediante un proceso de
destilacion gracias a sus diferencias entre sus puntos
de ebullicion (Montenegro, 2003). Para los acidos
y bases se puede realizar una neutralizacion para
que estos pierdan su caracter de peligrosidad. Cabe
destacar que en el Decreto 2635, se senala la ubicacion
y las condiciones de operacion de los incineradores
para los desechos peligrosos que contienen sustancias
organicas no halogenadas y halogenadas con mas
de 1% de haldgenos presentes en el Anexo C del
mencionado Decreto.

SEGUNDO GRUPO: Una vez identificados los
parametros que excedian lo establecido en el Decreto
883, seccion V, articulo 15, se determind la relacion
DBO/DQO para seleccionar el tratamiento a aplicar.
Dicharelacion indica que siel DBO/DQO se encuentra
entre 01, a 0,6 el tratamiento es fisicoquimico o
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combinar fisicoquimico con bioldgico y si es mayor
a 0,6 el tratamiento es biologico (Tchobanoglous
et al., 2003). Para el laboratorio de Biodiversidad
Animal la relacion fue de 0,12 mientras que para
el de Fisiologia y Diversidad Vegetal fue de 0,55;
por lo que el tratamiento para ambos laboratorios
es fisicoquimico, el cual consistié en la oxidacion
quimica. Se prepararon las muestras para la
aplicacion de los tratamientos, para lo cual éstas se
filtraron y se llevaron a un pH neutro (mediante la
adicion de hidroxido de sodio). Para el laboratorio de
Biodiversidad Animal se trabajo con dos (2) muestras
de 250mL cada una y tres (3) para el laboratorio
de Diversidad y Fisiologia Vegetal, igualmente de
250mL para cada muestra.

a) Oxidacion quimica (disminucioén del DQO): Para el
laboratorio de Biodiversidad Animal el parametro
fisicoquimico a estudiar es el DQO. La relacion
de ppm de peroxido de hidrogeno y los ppm de
DQO es de 2,2:1 (Sainz, 2005), por lo que se
procedio6 a determinar la cantidad y concentracion
de peroxido de hidrégeno a agregar para reducir
aproximadamente 720 ppm de DQO, ya que el
resultado de la caracterizacion de la muestra fue
de 1420 ppm y el limite permisible es de 700 ppm.
En una muestra de 250 mL se agregaron 10 gotas
de peroxido de hidrogeno al 30% v/v. Como no
se conoce ninguna informacién de una relacion
entre los ppm de hipoclorito de sodio y los ppm de
DQO, pero se sabe que éste igualmente sirve para
oxidar la materia organica y es un oxidante menos
fuerte con respecto al perdxido de hidrogeno
(Tchobanoglous, 2003), se trabajé con mayores
cantidades de hipoclorito de sodio (100 mL) a un
mismo volumen de muestra, de modo de poder
evidenciar el mayor poder oxidante del peroxido
de hidrogeno con respecto al hipoclorito de sodio.
La oxidacion quimica se realizé con la finalidad
de disminuir la materia organica no biodegradable
(MONB), disminuyendo a su vez el DQO,
tomando en cuenta la siguiente ecuacion:

DQO = DEO + MONB(ppm]) (Ec-4)

b) Oxidacion quimica (disminucion del DBO): Para
las tres muestras restantes el parametro de interés
fue la DBO. El tratamiento mas recomendable
para la disminucion de este parametro es la adicion
de peroxido de hidrogeno (Tchobanoglous et al.,
2003), pero no se dispone de una relacion ppm
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de peroxido de hidrogeno y ppm de DBO; por lo
cual se determino la cantidad de este oxidante para
disminuir aproximadamente 2020 ppm de DBO.

Para conocer la cantidad de ppm a disminuir
primeramente se caracterizo una muestra de 250 mL
de la muestra total, cuyo resultado fue 3640 ppm. A
otra muestra se ailadi6 50 mL de hipoclorito de sodio
(volumen proveniente de los célculos realizados), y
a la Gltima 10 mL de perdxido de hidrégeno, con la
finalidad de oxidar la materia organica biodegradable,
disminuyendo asi el parametro en estudio; no se pudo
variar la cantidad de peroxido de hidrogeno a utilizar
ya que la cantidad de muestra total no era suficiente
para realizar dichas variaciones. Se agregé mayor
cantidad de perdxido de hidrogeno con relacion
al estudio del DQO, ya que no se disponia de una
relacion entre la cantidad de reactivo a agregar y
la DBO, ademas la cantidad a disminuir era cuatro
veces mas que en el caso de la DQO. Finalmente, una
vez aplicado los tratamientos se realizd nuevamente
la caracterizacion para ver qué tan eficiente fue la
aplicacion de los mismos.

TERCER GRUPO: Para los laboratorios de
investigacion se tomaron muestras de las sustancias
patrones que alli se utilizan (etanol 70% v/v y formol
4%v/v), conlas cuales serealizo la curva de calibracion
correspondiente a cada una, mediante el uso de un
refractometro marca ABBE. También se tomaron
muestras utilizadas para la preservacion de la flora y
la fauna que se almacena, con el fin de determinar el
indice de refraccion y conocer asi la concentracion
de cada una. Una vez conocida la concentracion de
la sustancia problema (muestra a analizar) se puede
determinar el volumen de la sustancia patron a afiadir
mediante la ecuacion 5 y asi llevar la concentracion
de la sustancia problema a la requerida.

Cprob - Vprob

Vpat =
pa Cpat

(Ec-5)

Donde: Vpat: volumen del patron (mL), Vprob:
volumen de la sustancia problema (mL), Cpat:
concentracion del patron (%v/v) Cprob: concentracion
de la sustancia problema (%v/v).

5.- Diseniar un plan para el manejo de las sustancias
peligrosas en los laboratorios con la finalidad de
cumplir con lo que establecen las leyes a nivel
ambiental
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Segtn lo establecido en el Decreto 2635,
capitulo II, articulo 29 y las actividades que se
realizan en los laboratorios de Biologia de la FACYT,
las actividades a considerar para el plan de manejo de
los desechos peligrosos son:

a) Almacenamiento temporal: Deposito temporal
de los desechos peligrosos bajo condiciones
controladas y ambientalmente seguras, sin que
se contemple ninguna forma de tratamiento
ni transformacion inducida de los desechos
almacenados. Ningun desecho peligroso puede
permanecer mas de cinco (5) afos en un almacén
de caracter temporal. Los desechos con riegos de
clase 4 6 5 no pueden permanecer en condiciones
de almacenamiento temporal durante mas de un
afio sin haber sido tratados o tomado las medidas
necesarias de manera que se haya minimizado
el riesgo ambiental y peligro a la salud (Decreto
2635,1998). En el almacenamiento temporal esta
contemplado la identificacion y recoleccion de las
sustancias peligrosas.

b) Transporte: Traslado de los desechos en vehiculos
destinados a este fin, desde los lugares de
almacenamiento/generacion hasta el sitio donde
seran dispuestos, con o sin tratamiento (Betancourt
y Pichis, 2004).

¢) Tratamiento: Operaciones realizadas con la
finalidad de reducir o anular algunas de las
caracteristicas peligrosas del desecho a fin de
facilitar su manejo (Decreto 2635, 1998).

d) Disposicion final: Operacion que permite mantener
minimizadas las posibilidades de migracion de los
componentes de un desecho peligroso al ambiente
en forma permanente de conformidad con las
normas establecidas (Decreto 2635, 1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se presenta los resultados y
analisis de cada uno de los procedimientos realizados
en las diferentes etapas de la investigacion.

1.- Diagnostico de las condiciones en los laboratorios
conrelacion al manejo de las sustancias, para conocer
cudles se estan tratando de maneras adecuadas y
cudles no

Una vez analizados los resultados de las
encuestas aplicadas a los profesores, técnicos y
estudiantes, se obtienen las siguientes conclusiones:
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a) Algunas veces los estudiantes manejan sustancias
peligrosas.

b) Se pudo observar que los estudiantes indicaron
que siempre tienen acceso a las hojas de seguridad
de las sustancias que manipulan en el laboratorio,
siendo esto una discrepancia a lo que opinan los
técnicos y profesores, ya que estos indican que no
existen dichas hojas. Esto puede deberse al hecho
de que los estudiantes no conocen qué es una
hoja de seguridad, o que no disponen de hojas de
seguridad para todas las sustancias que emplean.

c¢) Adicionalmente se observa que se ha implementado
un plan de manejo de las sustancias peligrosas, que
actualmente se lleva a cabo en la mayoria de los
laboratorios, y consiste en envasar las sustancias y
llevarlas a un deposito de desechos.

d) De igual forma, se puede acotar que en la mayoria
de los laboratorios, tantos los estudiantes como el
personal técnico y docente, tienen conciencia del
impacto ambiental que generan estas sustancias.

e) Asi mismo, se tiene que el lugar de trabajo es
considerado un ambiente seguro.

2.- Identificacion de las sustancias que se utilizan en
cada una de las prdcticas en todos los laboratorios
segun los niveles de riesgo de acuerdo a la normativa
vigente con la finalidad de seleccionar cuales son las
sustancias con las que se va a trabajar segun el nivel
de peligrosidad

Enesta fase de lainvestigacion se clasificaron
todas las sustancias quimicas organicas ¢ inorganicas
de acuerdo al nivel de peligrosidad y clase, segun
lo establecido en el Decreto 2635, tal como lo
muestran las Tablas [ y II de algunas sustancias; de
igual forma dichas sustancias se caracterizaron segun
sus propiedades fisicoquimicas, el numero CAS y
su rombo de seguridad, tal como se observa en las
Tablas III y IV, de algunas sustancias tanto organicas
como inorganicas utilizadas en los laboratorios del
Departamento de Biologia.

3.- Caracterizacion de las sustancias peligrosas para
determinar si se encuentran dentro del rango de
las especificaciones de la normativa ambiental por
medio de la caracterizacion de los vertidos en las
diferentes prdacticas

En esta etapa se procedié a recolectar las
muestras de los laboratorios cuyos vertidos eran
descartados directamente al desagiie, siguiendo
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Tabla I. Nivel de Peligrosidad y Clase de algunas de las Sustancias Quimicas Organicas de los
Laboratorios del Departamento de Biologia seguin el Decreto 2635.

Sustancia Nivel de peligrosidad N° de Cadigo de las Naciones Unidas Clase
Acetato de cobre Peligroso H4.2 4
Acetato de plomo Muy peligroso H6.1 6
Acetato de potasio Poco peligroso H10 9
Fenol Demasiado peligroso H6.1 6
Fenol-cloroformo Muy peligrosos H6.1 6
Orcinol Peligroso H6.1 6

Tabla Il. Nivel de Peligrosidad y Clase de algunas de las Sustancias Quimicas Inorganicas de los
Laboratorios del Departamento de Biologia segun el Decreto 2635

Sustancia Nivel de peligrosidad N° de Cadigo de las Naciones Unidas Clase
Acido clorhidrico Muy peligroso H8 8
Acido fosférico Peligroso H8 8
Acido nitrico Muy peligroso H8 8
Acido sulfarico Muy peligroso H8 8
Nitrogeno liquido Muy peligroso H2 2
Yodo Muy peligroso H8 8

lo establecido por la Norma COVENIN 2709:02.
Dichas muestras fueron analizadas en el CIMA-UC.
Una vez obtenidos los resultados, se llevo a cabo
una comparacion con lo establecido en el Capitulo
III, Seccion 5 del Decreto 883, donde se establecen
los limites maximos permisibles de los parametros
fisicoquimicos de los efluentes descargados a las
redes cloacales.

En el Laboratorio de Ecologia Terrestre
los parametros que se determinaron fueron DBO
y DQO (Tabla V), los cuales se encuentran dentro
de los limites maximos permisibles. La Tabla VI,
muestra los valores de DBO obtenidos en las siete
practicas del Laboratorio de Diversidad y Fisiologia
Vegetal, observandose que en tres practicas éste
excedid el limite establecido; el estudio de los demas
parametros se realizd de la muestra global, por lo
que fue necesario el calculo del DBO promedio,
debido a que los demas parametros se determinaron
a la mezcla de las siete practicas. De manera general,
en los laboratorios de Diversidad-Fisiologia Vegetal
y Biodiversidad Animal, algunos de los parametros
fisicoquimicos determinados se encuentran fuera de
las especificaciones que indica el Decreto 883, es por
ello que de acuerdo a la naturaleza de las sustancias
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se plantearon una serie de alternativas de modo
que ayuden a la disminucién de dichos parametros,
eligiendo la mas pertinente segun la factibilidad que
estas presentan.

4.- Alternativas de recuperacion de los materiales
peligrosos, segun la normativa ambiental vigente a
fin de seleccionar la que reduce el impacto que estos
generan

A continuaciéon se presenta la aplicacion
de la oxidacion quimica a los vertidos de los
laboratorios de Diversidad-Fisiologia Vegetal y
Biodiversidad Animal, donde los parametros de DBO
y DQO determinados a través de la caracterizacion,
superaron el limite estipulado en la normativa
ambiental correspondiente. Por otra parte, para los
laboratorios de Biodiversidad y Fisiologia Animal,
que emplean Formol y Etanol para la preservacion
de la flora y fauna, se plantea la alternativa del reuso
de dichas sustancias; para lo cual se dispone de una
curva de calibracién de Indice de Refraccion Vs
Concentracion para ambos compuestos, y asi conocer
la concentracion de los mismos una vez que el animal
o la planta haya absorbido una parte de formol o etanol
(segun sea el caso), disminuyendo la concentracion
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Tabla lll. Caracteristicas de algunas de las Sustancias Quimicas Organicas utilizadas en los Laboratorios

del Departamento de Biologia.

Sustancia Foérmula NuCrRZro eELcI)I.icc:gn icr)::tg);lﬂga: Sgn:ﬁ%:g g?\lrablocggsl:
C) 20°C 9
) Pl
Acetato de Se sounom-rumm
cobre Cu(CH,co0), 6046-93-1 descompone 72g/L * \/ )
Clase 4
) Pl
Acetato de 100 (se _ _ wmmm
plomo Pb(CH,cO0), 1335-32-6 descompone) 410g/L \ \/ )
Clase 4
) P
Acetato de kCHCOO  127-09-3  Noaplica  256g/100mL - S
potasio 3 P 9 1)

Clase 4

Tabla IV. Caracteristicas de algunas de las Sustancias Quimicas Inorganicas utilizadas en los

Laboratorios del Departamento de Biologia.

Pto. d Solubilidad
Sustancia Formula Numero ebucl)licign ecr: L;Q;L:aaa Rombp de Rombo de la
CAS (°C) 20°C seguridad ONU / Clase

Acido HCI 7647-01-0 50 si ; : cato
clorhidrico 8

Clase 8
Acido H PO 7664-38-2 158 Miscible CoRnostro
fosforico 3 T4 8

Clase 8
Acido nitrico HNO 7697-37-2 86 Si LORROSIVY

8

Clase 8

de la solucion patron, con este ultimo parametro y
conociendo el volumen de la muestra, se determina
qué volumen de formol o etanol es necesario agregar
de la solucion patron para llegar a la concentracion
requerida.

En la Tabla VII, se puede observar que el
tratamiento mas influyente para la disminucion de

la DBO es con perdxido de hidrégeno, ya que el
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valor obtenido fue de 1620 ppm teniendo en cuenta
que el valor de la muestra inicial es de 3640 ppm,
esto se debe a que éste es un oxidante mas fuerte
con respecto al hipoclorito de sodio (Brown ef al.,
2004). Es importante evitar el exceso de peroxido
de hidrogeno, ya que las altas concentraciones de
radicales OHe origina reacciones competitivas que
producen efectos inhibidores en la degradacion de
los compuestos. Cuando el peréxido de hidrogeno
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Tabla V. Resultados de la caracterizacion de los
Biodiversidad Animal.

efluentes de los Laboratorios Ecologia Terrestre y

Limites maximos (ppm),

Laboratorio Parametros Valores obtenidos (ppm) segtin Decreto 883
Ecologia Terrestre DBO 87,41 350
(1 practica) DQO 170 700
o . . DBO 181,5 350
Blodlver3|dad Animal DQO 1420 700
(1 practica)
Cloruros 55 300

Tabla VI. Resultados de la caracterizacion de los efluentes del Laboratorio de Diversidad y Fisiologia

Vegetal.
Practica Parametro Valores obtenidos (ppm) Lirzggzr:ngzg];z g’;;q )
Nutricién Mineral 85
Nutricién Mineral Il 148,5
Fotosintesis | 445,8
Fotosintesis |l DBO 228,7 350
Fotosintesis Il y IV 350,5
Fotosintesis V 293,7
Fotosintesis VI 374,5
DBO mezcla 3640 350
DBO promedio 279,01 350
Todas DQO 52,3 700
(muestra global) Cloruros 8,4 300
Nitrogeno total 18,8 40
Sulfatos 84 400

esta en exceso, captura los radicales hidroxilos, tal
como se muestra en las reacciones:

OH +H,0, —» HO,+H,0 ()
HO, +OH — H,0+ 0, (IT)

formando un radical menos reactivo, el HO,;
se verifica que en las reacciones (I y II) hay
consumo del radical hidroxilo, lo que conduce a
una disminucién del poder oxidativo del proceso;
por tal razon debe tenerse en cuenta la necesidad
de determinar correctamente las dosis Optimas
aplicadas de reactivo para que no se presenten
efectos negativos en la eficiencia de degradacion
de los contaminantes (Rodriguez ef al., 2008). La
Tabla VIII, muestra los volimenes de peroxido de
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hidrogeno a utilizar para cada una de las practicas
en el Laboratorio de Diversidad y Fisiologia Vegetal
que estaban fuera del limite de DBO permitido por
la normativa.

En la Tabla VII, también se observa que el
tratamiento mas eficaz para disminuir la DQO es la
adicion del peroxido de hidrogeno, pero es importante
mencionar que ambos tratamientos disminuyeron
la DQO de forma que el valor estuviera dentro de lo
establecido en el Decreto 883. Se selecciond como
tratamiento aaplicarlaadicion de perdxido de hidrogeno
ya que es menos cantidad de reactivo y mucho mas
eficiente que el hipoclorito de sodio, puesto que este
permite oxidar materia organica biodegradable y no
biodegradable. La cantidad sugerida para adicionar a
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Tabla VII. Resultados de la caracterizacion a los efluentes de los Laboratorios de Diversidad y Fisiologia

Vegetal y Biodiversidad Animal después de haber

aplicado el tratamiento de oxidacion.

Hipoclorito de Sodio Peroxido de Hidrogeno

Laboratorio Parametro (NaCIO) (H,0,)
Diversidad-Fisiologia

Vegetal DBO (ppm) 2320 1620
Biodiversidad Animal DQO (ppm) 636 394

Tabla VIIl. Cantidad de Peréxido de Hidrégeno

a utilizar por practica en el

Diversidad y Fisiologia

Laboratorio de
Vegetal

Cantidad de reactivo

Practica (mL)
Fotosintesis | 34,0
Fotosintesis Il y IV 0,1
Fotosintesis VI 3,3

Tabla IX. Valores del indice de Refraccién, Concentracién y Volimenes a agregar para las muestras de

Formol y Etanol de los Laboratorios de Biodiversi

dad y Fisiologia Animal.

Laboratorio indice de refraccion  Concentracion (%V/V)  Volumen (mL)
Para las muestras Biodiversidad 1,3375 1,95 24,4
de Formol Biodiversidad Animal 1,3390 2,56 32,0
Para las muestras Biodiversidad 1,3605 1,95 1,4
de Etanol Biodiversidad Animal 1,3530 2,56 1,8
un muestra de 800 mL (V'olu’men real de la muestra) es (1,95% 3) S0l
de 3mL de peroxido de hidrogeno. Ve=2> W — 2438 mi~244 mi

En la Tabla IX, se muestran los indices
de refraccion, la concentracion y los volimenes a
agregar de las soluciones patrones a las muestras
analizadas de formol y etanol de modo que éstas
vuelvan a tener la misma concentracion del patrén.
A través de la ecuacidn 5, se obtiene el volumen a
agregar de la sustancia para que la solucién mantenga
su concentracion original. Para el laboratorio de
Biodiversidad, para un indice de refraccion de
formol de 1,3375, empleando la curva de calibracion
pertinente, la concentracion que le corresponde
es 1,95%v/v. Se conoce que la concentracion de la
solucion patron es 4%v/v. El célculo del volumen es
el siguiente:
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Deigual forma se procede para determinar
los volumenes de las otras tres muestras restantes.

5.- Diseniar un plan para el manejo de las
sustancias peligrosas en los laboratorios con la
finalidad de cumplir con lo que establecen las
leyes a nivel ambiental

A continuacién se presentan las
propuestas para el mejoramiento del manejo de
las sustancias peligrosas de los laboratorios del
Dpto. de Biologia de la FACYT-UC.
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Propuestas para Mejorar el Manejo de Sustancias Peligrosas en los Laboratorios del Departamento de Biologia de la
Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad de Carabobo

Almacenamiento Temporal

Situacion actual

Deposito de desechos

Descripcion: El Departamento de Biologia cuenta con un
depdsito de desechos, donde se almacenan las sustancias
generadas en los distintos laboratorios. Consta de tres
estantes de aluminio y un extractor de aire. Algunos de
los estantes se encuentran oxidados y los recipientes de
almacenamiento no son los adecuados. Ciertos desechos
se encuentran derramados en el piso de granito. No posee
ventilacion, ni la sefalizacion adecuada con respecto a la
ubicacion de los desechos. Existen también algunas cajas
que se encuentran sin identificacion.

Propuesta

I/

INE :"IE
AT |/
AN B IINAN
!"'3 Il'";yg

Descripcion: Los estantes deben ser de un material
resistente de acuerdo a la caracteristica de peligrosidad
de los desechos. El piso debe ser de concreto armado, no
resbaladizo y con un recubrimiento de una pintura epoxica.
Debe tener: a) Ventilacion natural, por lo que se recomienda
la instalacion de ventanas pequefias ademas de dos
extractores adicionales. b) La correcta sefalizacion de los
estantes, de acuerdo a la incompatibilidad de los desechos.
c) Un kit anti derrame de acuerdo a como se almacenan
(uno para reactivos quimicos y otro para hidrocarburos).
d) alarma contra incendio. €) Un extintor de y de un
formato de registro de la entrada y salida de desechos
en el depdsito. Los envases deben estar debidamente
identificados y los desechos estar almacenados de acuerdo
a la incompatibilidad quimica.
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Propuestas para Mejorar el Manejo de Sustancias Peligrosas en los Laboratorios del Departamento de Biologia de la
Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad de Carabobo

Transporte Interno

Situacion actual

Descripcion: El transporte interno es realizado por cada
técnico del laboratorio, empleando la bata, guantes de
latex y tapa boca. Si la cantidad de desechos a transportar
es pequefa se hace en unas cestas de plastico, en caso
contrario se utilizan unos carros metdlicos. Los frascos
de desechos en algunos casos son de plasticos o vidrio,
identificados unicamente con el nombre del desecho y en
algunos casos la concentracion de los mismos. No estan
todas las hojas de seguridad de las sustancias que se
manipulan en los laboratorios, por lo que el personal no se
encuentra bien informado de las sustancias que manipulan.
Las tapas no son las adecuadas, muchas de las cuales se
encuentran oxidadas. En las instalaciones de la Facultad
no existe ninguna sefalizacion indicando las vias de escape
en caso de emergencia, ni la ruta utilizada al momento de
transportar los desechos al depésito.

Propuesta

Correcta vestimenta de las personas al transportar los
desechos

Descripcion: En cuanto al transporte y sefalizacion se
observa el incumplimiento con el Decreto 2635. Los técnicos
deben tener la vestimenta adecuada: botas, guantes de
seguridad, lentes antiempafante, mascarilla y bata. El
carro debe tener barandas a los lados y envases cerrados
para evitar el derrame del desecho. Los envases de
almacenamiento deben ser un material resiste de acuerdo
a las caracteristicas y cantidad del desecho a almacenar;
estos deben tener una etiqueta donde indique: nombre
del desecho, nombre del generador, fecha de envasados,
cantidad contenida y simbolo de peligrosidad (etiqueta
segun la normativa). El area debe estar delimitada con la
sefializacién de peligro en los lugares de acceso y de forma
visible, segin Norma COVENIN 187:92. Se debe disponer
de la hoja de seguridad, segun Norma COVENIN 3059:02,
de cada una de las sustancias que se manipulan en los
distintos laboratorios para saber la adecuada manipulacién
de los mismos y evitar asi un accidente laboral y en caso
de suceder saber cémo actuar, de acuerdo a las Normas
COVENIN 2226:90, 2670:01 y 3402:98.
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Propuestas para Mejorar el Manejo de Sustancias Peligrosas en los Laboratorios del Departamento de Biologia de la
Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad de Carabobo

Tratamiento

Situacion actual

Descripcion: Algunos laboratorios utilizan el autoclave para
la eliminacién de las bacterias de sus desechos bioldgicos,
para ser tratados como un desecho comun y descartados en
la basura. Los desechos bioldgicos en la autoclave deben
permanecer un tiempo de 30 minutos a una temperatura
de 121°C, y una presion de 15 Ibf/pulg2, de modo de poder
garantizar que los mismos pierdan sus caracteristicas de
peligrosidad. Otros laboratorios envasan sus desechos y
los llevan al depdsito destinado para ellos. Y el resto los
descartan directamente al desagte sin tratamiento previo.

Propuesta

Descripcion:  Segun las caracterizaciones algunos
parametros estan por encima de lo establecido en el Decreto
883, para la disminucién de la DQO se debe realizar la
oxidacién quimica empleando peroxido de hidrégeno como
agente oxidante. Para la disminucion de la DBO se aplica
el mismo tratamiento utilizando el mismo reactivo. Para los
laboratorios que usan formaldehido y etanol deben emplear
las curvas de calibracion para el redso de estas sustancias.
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Propuestas para Mejorar el Manejo de Sustancias Peligrosas en los Laboratorios del Departamento de Biologia de la
Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad de Carabobo

Disposicion Final

Situacion actual

Descripcion: Actualmente existen tres tipos de disposicién
final dentro de los laboratorios de Biologia. Un primer
grupo vierte sus desechos directamente en el desague, un
segundo grupo envasa los desechos vy los lleva al depdsito
destinado para los mismos y un ultimo grupo también
desecha el reactivo en el desaglie una vez que este ya no
cubre en totalidad el animal o planta que estén almacenando
(esto se realiza en un periodo largo de tiempo)

Propuesta

Descripcion: De acuerdo a lo observado se considero
que para el primer grupo de laboratorios, previamente se
debe aplicar el tratamiento sugerido antes de descartar los
desechos por el desague, para el segundo grupo se deben
incinerar todos los reactivos que tengan un tiempo mayor 5
afos en el depdsito destinado para los mismos, y por ultimo
para el tercer grupo se recomienda el retiso de los reactivos
mediante el uso de las curvas de calibracion de los mismos.
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Propuestas para Mejorar el Manejo de Sustancias Peligrosas en los Laboratorios del Departamento de Biologia de la
Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad de Carabobo

Normativas dentro de los Laboratorios

Situacion actual

Etiquetado de los recipientes

Descripcion: Actualmente las personas que laboran dentro
de los laboratorios solo utilizan la bata y algunos guantes
de latex. Algunos reactivos se encuentran identificados
con la etiqueta de fabrica y otros solo tienen el nombre.
No existe un registro de entrada y salida de los reactivos
asi como tampoco su respectiva hoja de seguridad. No
hay sefializacion correspondiente acerca de los riegos de
la manipulacion de los reactivos ni de los instrumentos a
utilizar en casos de emergencia (ducha lava ojos y de
cuerpo completo)

Propuesta

Senfalizacion

Descripcion: Se recomienda la implementacion de un plan
de manejo de las sustancias, en cuanto a la vestimenta,
sefalizacion (segun Norma COVENIN 187:92), hojas de
seguridad (segun Norma COVENIN 3059:02), etiquetado de
los envases; asi como los equipos de proteccion en caso de
un accidente (segun Normas COVENIN 2226:90, 2670:01
y 3402:98). También se recomienda el uso de registro de
formatos de entrada y salida de reactivos de manera de
llevar un mejor control de los mismos. El personal Docente
y Técnico debe ser adiestrado segun la Norma COVENIN
3061:02.

Finalmente, se puede concluir que Ia
oxidacion quimica con peroxido de hidrogeno
fue el tratamiento fisicoquimico escogido para la
disminucion de la DBO y la DQO. Por otra parte,
se debe incinerar los desechos que se encuentran en
el depdsito; y la implementacion de los diferentes
tratamientos es factible, ya que es de facil ejecucion y
no requiere de un personal ajeno al Dpto. de Biologia
de la FACYT-UC.
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RESUMEN

La malaria es endemo-epidémica en el estado
Bolivar, con brotes epidémicos frecuentes debido a causas
naturales y antrépicas. En el municipio Sifontes, ubicado
en el noreste del estado, durante el ultimo decenio se ha
registrado un aumento considerable de los casos, cerrando
2013 con 46.610 casos, 71% % de la malaria del estado y
61% del pais. Este es un foco meso-endémico de malaria
inestable donde la transmisién ocurre durante todo el
afo, con brotes epidémicos estrechamente relacionados
con la mineria aurifera. A partir de 1983, gran parte de la
malaria en Venezuela depende de la generada en el estado
Bolivar, y esta a su vez de la generada en el municipio
Sifontes. La revision de la data de malaria del estado en
el periodo 1980-2013 reveld la existencia de dos niveles
epidemioldgicos, uno basal y otro adicional, este ultimo
ligado a la mineria aurifera; sin embargo, no se encontré
correlacion con la lluvia, para el nivel basal (R = 0,41,
P=0,78) ni para el nivel epidémico (R = 0,41; P = 0,32).
Asimismo, la proyeccion geografica de los datos reveld la
naturaleza focal de la enfermedad en el municipio, el cual
reune todas las condiciones epidemioldgicas, ambientales,
climaticas y sociales para ser considerado un foco caliente.
Las caracteristicas espaciales y temporales de la malaria en
el municipio Sifontes lo configuran como el foco de malaria
mas importante en Venezuela, el cual debe ser priorizado en
los planes de control de la enfermedad.
Plasmodium

Palabras clave: epidemiologia, vivax,

Plasmodium falciparum, foco caliente

SUMMARY

Malaria is endemo-epidemic in Bolivar state with
frequent epidemic outbreaks occurring due to both natural
and anthropic factors. The Sifontes municipality, located in the
northeastern corner of the state, has reported a considerable
increase in the number of cases over the last decade; with
46.610 cases registered during 2013. This represents 71% of
the number of malaria cases reported for the state and 61%
for the country in this same year. Sifontes municipality is a
meso-endemic focus of unstable malaria, and transmission
occurs throughout the year with epidemic outbreaks tightly
linked to gold mining activities. Since 1988 the increase in the
number of cases reported in Venezuela has been determined
by the number of cases reported in Bolivar state which, in turn,
is correlated with the number of cases reported in Sifontes.
A review of malaria data between 1980 and 2013 reveals
the existence of two epidemiological categories: a base level
and an additional level, the latter associated with gold mining;
nevertheless, there was not correlation whit the rainfall for
basal (R = 0,41, P= 0,78) or additional level (R = 0,41; P =
0,32). In addition, a geographic plotting of the data revealed the
focal nature of malaria in the municipality, which to gather all
environmental, climatic, social and epidemiological factors that
have produced conditions typical of a hot spot. The spatial and
temporal characteristics of malaria in the Sifontes municipality
demonstrates that this is the most important malaria focus in
Venezuela, and must be prioritized when designing strategies
for the control of this disease.

Key words: epidemiology, Plasmodium vivax, Plasmodium
falciparum, hot spot.
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INTRODUCCION

La malaria es de naturaleza endemo-
epidémica en el estado Bolivar, los brotes epidémicos
son frecuentes debido a causas naturales y antropicas.
A partir de 1988 se instalo en el estado una epidemia
la cual, a pesar de algunos descensos, se mantiene
hasta 2013 con una fuerte tendencia al incremento
[Direccion de Salud Ambiental del Estado Bolivar
(DSAEB), 1995-2013; Ministerio del Poder Popular
para la Salud (MPPS), 2013].

El municipio Sifontes, ubicado en el
noreste del estado Bolivar, es considerado uno de los
principales focos de malaria en Venezuela. Durante
el decenio 2004-2013, se ha registrado un aumento
considerable de los casos con una fuerte tendencia
al incremento, superando la casuistica por mucho el
nivel de epidemia. Durante el afio 2013 se reportaron
en el municipio 46.610 casos, lo cual representd
70,6% de la malaria del estado y 60,8% del pais, cifras
record de malaria para este foco endémico (MPPS,
2013).

Esta region pertenece al area malarica
meridional de Venezuela, que incluye los estados
Bolivar y Amazonas, situados ambos al sur del
pais, en la frontera con Brasil, Colombia y Guyana
(Gabaldon et al., 1975). Este es un foco meso-
endémico de malaria inestable (Snow & Gilles, 2002,
Villegas et al., 2011), donde la transmisién ocurre
durante todo el afio con brotes epidémicos provocados
principalmente por factores antropicos. En efecto, la
evidencia indica que la actividad econoémica principal
de la region, la mineria aurifera, esta estrechamente
relacionada con la morbilidad malarica, debido a
la fuerte intervencion ambiental derivada del uso
inadecuado de la tierra, lo cual ocasiona alteracion
del suelo y la hidrologia superficial y crea ambientes
propicios para la cria de anofelinos, e induce cambios
en el patron de comportamiento de las especies de
anofelinos (Moreno et al., 2000; 2007; 2009). El area
ha sido considerada de alto riesgo a malaria donde ésta
es considerada una enfermedad ocupacional, debido
a su estrecha relacion con la mineria (Aché, 1998).
Al igual que en otras regiones, la variabilidad de la
malaria de esta area, es el resultado de la conjugacion
de una serie de factores ambientales y sociales
tales como clima, vectores, parasitos y poblaciones
humanas (Haines & McMichael, 1997; McMichael
& Haines, 1997).
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De manera concomitante, las estrategias
clasicas de control de vectores, fundamentadas en
el rociamiento intradomiciliario y las aplicaciones
espaciales de insecticidas, han resultado insuficientes
pararesolver el problema. Esto es debido principalmente
al comportamiento exofilico de los vectores, al
fenémeno de la resistencia a los insecticidas y a
graves problemas operativos en el programa de control
(Caceres, 2011; Molina et al., 1997). Adicionalmente,
existen factores sociales propios de las comunidades
mineras, tales como la construccion de viviendas
provisionales que no poseen superficies adecuadas
para el rociamiento, habitos laborales que exponen a
las personas a la picada de anofelinos y alta movilidad.
En este trabajo, a partir de la data anual generada por
la Direccion General de Salud Ambiental (DGSA,
1936-2000) y la data semanal generada por el Servicio
de Vigilancia Epidemiologica de la DSAEB (1995-
2013), se hace un analisis retrospectivo de la malaria
en el estado Bolivar y el municipio Sifontes durante
el lapso 1980-2013, con el objeto de describir sus
variaciones temporales y espaciales, con lo cual se
pretende aportar nuevos elementos para el disefio de
estrategias de control ajustadas a las variaciones de la
enfermedad.

DESCRIPCION DEL AREA ENDEMICA

El municipio Sifontes del estado Bolivar
abarca 24.392 km?y esta ubicado en el extremo oriental
del estado (lat 6° 00° - 7° 54’ N, long 60° 44’ - 61° 39’
W). Geopoliticamente esta dividido en tres parroquias:
Tumeremo al norte, donde se encuentra la capital
del municipio del mismo nombre; Dalla Costa en el
centro, cuya capital es El Dorado y San Isidro al sur, un
conglomerado urbano formado por las comunidades de
Las Claritas, Ciudad Dorada y San Isidro (Fig. 1). Este
territorio coincide casi en su totalidad con la cuenca del
Cuyuni-Yuruari, formada por la confluencia de los dos
rios y que tiene una extension de 50.000 km?, de los
cuales aproximadamente 12.000 se encuentran fuera
del territorio venezolano (Fig. 1). Propiamente, se trata
de tres cuencas: la del rio Yuruari, la del Cuyuni hasta
la confluencia con el Venamo y la del rio Botanamo al
norte (Hernandez, 1987).

El municipio Sifontes se encuentra incluido
dentro de la region Colinas, la cual representa una
transicion entre los ecosistemas de tierra baja y los
montanos, con un relieve suave y altitudes inferiores
alos 1.000 m, en la cual se distinguen dos subregiones
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Fig. 1. Division politica del municipio Sifontes y su ubicacion relativa en Venezuela. El poligono del
municipio y las parroquias estan proyectados en TrackMaker®.
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del Escudo Guayanés (Huber & Oliveira-Miranda,
2010). La primera en el norte, denominada Subregion
C.2., correspondiente a la parroquia Tumeremo,
estd conformada por un sistema de colinas y sierras
bajas premontanas, caracterizada por una vegetacion
heterogénea y una pluviosidad media anual que varia
entre 1.200 y 2.000 mm. Desde el punto de vista
floristico y fisionémico, la cobertura vegetal varia
desde bosques siempreverdes humedos (ombrofilos)
hasta bosques riberefios deciduos (caducifolios),
alternando con sabanas ralas y vegetacion saxicola sobre
afloramientos rocosos. La segunda es la Subregion C.3.,
que cubre al resto del municipio y esta conformada por
el sistema de sierras bajas y colinas Imataca-Cuyuni, el
cual pertenece a la provincia fitogeografica Guayana
oriental, que abarca desde el rio Amacuro bajo en
Venezuela, hasta el limite entre la Guayana Francesa
y Brasil (Berry et al., 1995; Huber, 1995; Huber &
Oliveira-Miranda, 2010). Esta subregion esta cubierta
por diferentes tipos de bosques pluviales muy densos y
altos (Huber & Oliveira-Miranda, 2010).
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Segun la clasificacion de Koeppen, referida
por Hernandez (1987), esta zona presenta un tipo
climatico de sabana con ocho a nueve meses de lluvia,
una temporada lluviosa entre abril y septiembre con un
pico en junio y una temporada seca o menos lluviosa
entre octubre y marzo, el acumulado anual promedio
registrado en el en el decenio 1993-2005 fue de 1.276
mm para el area norte (C.2.) y 1.472 mm para el sur
(C.3.), mientras que la temperatura media mensual para
el mismo periodo fluctud entre 22 y 26°C [Ministerio
del Ambiente y Recursos Naturales Renovables
(MARNR), 1993-2005]. Desde el punto de vista eco-
epidemiolégico la zona entra en la categoria de malaria
en bosques bajos interiores (Osborn et al., 2004;
Rubio-Palis & Zimmerman, 1997). El 4rea se encuentra
considerablemente afectada por actividades antropicas
tales como la mineria, la explotacion maderera y la
ganaderia, siendo sus principales manifestaciones la
disminucion de cobertura vegetal, la fragmentacion de
habitats, la sedimentacion de los rios, la contaminacion
mercurial de sus humedales, la erosion del suelo y la

Bol. Mal. Salud Amb.



destruccion de la hidrologia superficial (Rodriguez,
1999).

Segun el Gltimo censo del Instituto Nacional
de Estadisticas de Venezuela (INE, 2011) el municipio
Sifontes tiene una poblacion de 50.082 habitantes, de
la cual 69% vive en las areas urbanas de Tumeremo
capital y en las poblaciones de El Dorado y Las Claritas
(Fig. 1). El resto es poblacion rural distribuida en los
centros poblados criollos e indigenas ubicados a lo
largo de la carretera troncal 10, 6 dispersa por todo
el territorio en pequefios campamentos improvisados
ubicados en areas boscosas llamados minas. Las
minas son conglomerados de tiendas provisionales,
precarias e incompletas construidas fundamentalmente
de madera y plastico, habitadas por un niimero que
varia entre algunas decenas y cientos de personas
dedicadas exclusivamente a la explotacion aurifera.
Asimismo, segun el INE (2011), hay en el municipio
8.746 (17,5%) indigenas, la mayoria de la etnia Pemon,
quienes habitan en numerosos poblados ubicados a lo
largo de la carretera troncal 10 y ejes fluviales de las
parroquias Dalla Costa y San Isidro, cuya actividad
principal es la agricultura de conuco. Hacia el norte,
en la parroquia Tumeremo, en la reserva forestal de
Imataca habita un pequefio grupo indigena de la etnia
Karifia, los cuales viven en conglomerados de chozas
de bahareque y se dedican principalmente a la caza,
pesca, recoleccion y a la agricultura de subsistencia.
Durante los ultimos cinco afios, se ha observado un
incremento importante de actividad minera en ambas
etnias indigenas.

Acerca de los vectores de malaria en este foco,
Moreno et al. (2000), en un estudio de identificacion
de criaderos de anofelinos reportaron la presencia
de 12 especies de Anopheles, de las cuales han sido
involucradas en la transmision Anopheles darlingi Root
y An. albitarsis Lynch Arribalzaga sensu lato (= An.
marajoara Galvao & Damasceno), teniéndose a An.
nuneztovari Gabaldon s./. como un vector potencial por
su abundancia y ubicuidad y a An. neomaculipalpus
Curry como vector en areas selvaticas (Moreno ef al.,
2004; 2005; 2007).

Comportamiento anual de la malaria en el estado
Bolivar en el lapso 1980-2013

Las tasas de prevalencia de malaria mas
elevadas en Venezuela se registraron en el periodo

que va de 1936 a 1945, desde la fundacién de la
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Direccion de Malariologia hasta la introduccion del
DDT en la campaia de erradicacion (Gabaldon, 1949).
Durante ese periodo, la tasa de prevalencia anual se
mantuvo entre 200 y 500 casos de malaria por cien
mil habitantes, comenzando un pronunciado declive
a partir de 1945, y manteniéndose por debajo de 100
a partir de 1948 (DGSA, 1936-2000). Casi toda la
malaria registrada en Venezuela en ese periodo hasta
1970, estuvo ligada a los focos ubicados al norte del
rio Orinoco, pero ese afio se registra el primer brote
epidémico de importancia en el estado Bolivar, en la
region de Guaniamo en el municipio Cedefio, el cual
eleva las tasas de prevalencia nacional nuevamente por
encima de 200 casos por cien mil habitantes. A partir
de alli la malaria se hace endemo-epidémica en el
estado Bolivar, y es mantenida bajo control hasta 1987,
cuando ocurre el brote de El Dorado en el municipio
Sifontes (actualmente Las Claritas, Parroquia San
Isidro), que junto con el brote del estado Sucre, elevan
la tasa de malaria nacional por encima del umbral de
200 por cien mil habitantes una vez mas (DGSA, 1936-
2000).

La Fig. 2 resume la evolucion anual de los
casos de malaria en Venezuela, el estado Bolivar
y el municipio Sifontes entre 1980 y 2013. En el
estado Bolivar la malaria se mantiene alrededor de
200 casos durante los tres primeros afios. A partir
de 1984 el nimero de casos se eleva abruptamente
por encima de 3.000, mostrando desde entonces un
comportamiento que refleja claramente dos patrones:
un nivel basal endémico representado por aquellos
afios en los cuales la malaria se mantiene por debajo
de 10.000 casos anuales (1993-2003), y un nivel de
malaria adicional representado por los afios en que
hubo brotes epidémicos. El primer brote ocurrid entre
1988 y 1991, cuando se produjo en el estado una
epidemia que tuvo en promedio mas de 26.000 casos
anuales, con un pico superior a 30.000 casos en 1988
y un tope de 23 muertes en 1989. En el decenio 1993-
2002 hubo un descenso significativo en la casuistica,
con un promedio anual ligeramente superior a 7.000
casos, de los cuales en promedio 60,2% correspondid
a Plasmodium vivax, 40,8% a P. falciparum y 0,4%
a infecciones mixtas (P. vivax + P. falciparum).
Durante este periodo se inicio una estrategia de control
basada en la coordinacién intersectorial mediante un
convenio entre la Gobernacion del Estado Bolivar, la
Corporacion Venezolana de Guayana y el entonces
Ministerio de Sanidad y Asistencia Social (= MPPS),
lo cual podria haber incidido en el descenso de la
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casuistica. Una segunda epidemia se inicia a partir
de 2004 manteniéndose hasta 2013, registrandose en
promedio mas de 31.000 casos anuales en el lapso, de
los cuales en promedio 74,0% correspondio a P, vivax;
26,0% a P. falciparum y menos de 2,0% a infecciones
mixtas (DSAEB, 1995-2013). Al final del periodo, el
afio 2013 el estado Bolivar cerrd con 65.980 (86,0%)
casos de 76.621 registrados en Venezuela, cifras record
para el estado y el pais (MPPS, 2013).

En el periodo completo, entre 1980 y 2013,
se reportaron en Venezuela 997.884 casos acumulados
de malaria, de los cuales 586.350 (58,8%) se
originaron en el estado Bolivar (DGSA, 1936-2000;
DSAEB, 1995-2013). En ese periodo hubo en el
estado un promedio general de poco mas de 17.000
casos anuales de malaria, promedio sesgado debido
al comportamiento variable de la malaria expuesto
anteriormente, lo cual queda evidenciado en los
valores del rango y promedios obtenidos por nivel.
En el nivel basal endémico se reportaron en promedio
7.769 casos anuales, con un rango que va de 3.682 a
13.146; mientras que en el nivel epidémico hubo en
promedio 28.179 casos anuales de malaria, con un
rango de 21.340 a 65.980. No obstante, al hacer una
revision exhaustiva de los datos, se revelan algunas
particularidades en la evolucion de la malaria, que
hacen sospechar la existencia de mas casos de los
reportados en el periodo bajo inter epidémico que va
de 1993 a 2002. Al estratificar por clasificacion de
casos de este periodo, se evidencia como en los afios
1995 a 1998, los casos autoctonos representan s6lo una
proporcion menor del total anual, llegando los casos
importados de otros estados del pais y del exterior, a
alcanzar cifras que van de 36% en 1998 a 65% en 1997,
valores que sugieren un manejo espurio de los datos
(DSAEB, 1995-2013).

En cuanto a la formula parasitaria, hubo en el
estado durante el lapso 1980-2013 un promedio anual
de 12.010 (66,4%) casos de P. vivax y 4.683 (32,8%)
casos de P. falciparum, mientras que los casos mixtos
representaron en promedio s6lo 1,2% de la casuistica
total en el periodo. De nuevo, al realizar el analisis
estratificando por niveles de malaria, la formula
parasitaria en el lapso se altera notablemente, siendo
los promedios en el nivel endémico para P. vivax y
P. falciparum, 5.091 (62,1%) y 2.731 (38,6%) casos
respectivamente, mientras que en el nivel epidémico
los promedios se elevan a 23.296 (73,3%) y 8.210
(24,2%) casos para ambas especies, lo cual representa
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un incremento de 11,2 puntos porcentuales de P. vivax
y una disminucion de 14,4 para P. falciparum. La
relacion proporcional de los casos de P. falciparum
con respecto al total de los casos, cambia segln la
condicion de la malaria; ésta especie tiende a aumentar
cuando hay menos casos y disminuye marcadamente
durante las epidemias, tal es el caso del periodo 1983-
1987, al comienzo de la serie, cuando los casos de P,
falciparum llegaron a ser hasta seis veces mas que los
de P, vivax, en una casuistica siempre inferior a 5.000
casos (Fig. 3). Asimismo, la variacion en la proporcion
interanual de P. falciparum tiende a ser menor que la
de P, vivax, por cuanto los incrementos y decrementos
de P, falciparum son menos bruscos, con excepcion del
periodo sefialado, 1983 a 1987, cuando la proporcion
de esta especie supero la cifra de 50% del total de los
casos, alcanzado un pico de 84% durante 1984. Entre
los afios 1980 a 2013, se reportaron 264 muertes por
malaria, distribuidas en un rango de una a 26 personas
fallecidas por aflo, estas ultimas en el aflo1998 (DGSA,
1936-2000; DSAEB, 1995-2013).

A partir de 1983 hasta 2013, la mayor parte
de los casos anuales de malaria reportados en el estado
Bolivar se originaron en el municipio Sifontes. En el
lapso 1990-2013 el municipio sumé 279.649 casos
acumulados, con un promedio anual de 11.652, 1o que
representd 56,4% de la malaria total producida por
todos los municipios del estado en ese lapso (Tabla I).
Los municipios con mas malaria acumulada después de
Sifontes en el lapso fueron Angostura (= Raual Leoni)
(9,3%), Cedeiio (8,8%), Piar (7,8%), Sucre (7,7%), y
Gran Sabana (7,2%), cuya suma alcanza a 40,8% del
total, mientras que los demas municipios en conjunto
representan menos de 3% de la malaria del estado
(Tabla I).

Comportamiento de la malaria en el municipio Sifontes
en el lapso 1980-2013

La evolucion de la malaria anual en el
municipio Sifontes en el lapso 1980-2013 mostrada
en la Fig. 2, sigue un patron muy similar al observado
para el estado Bolivar (DGSA, 1936-2000; DSAEB,
1995-2013). La casuistica en el municipio salta de tres
casos (1,4%) en 1982 a 391 (61,0%) en 1983, pasando
a 2.855 (77,5%) casos al afio siguiente. La primera
epidemia se produce en el lapso 1988-1991, con un
pico en el primer afio de 20.070 casos, generandose en
promedio 16.141 casos anuales en el lapso. La segunda
epidemia se produce en 2004, cuando la casuistica salta
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Tabla I. Casos de malaria anuales en el estado Bolivar por municipio en el lapso 1990-2013.

Municipio Acumulado Minimo Maximo Promedio %

Cedefio 43.353 56 4.316 1.806 8,75
Heres 2.881 10 279 120 0,58
El Callao 2.331 5 385 97 0,47
Piar 38.656 111 6.210 1.611 7,80
Pedro Chien 27 0 16 1 0,01
Roscio 842 0 245 35 0,17
Angostura*® 46.216 486 3.944 1.926 9,33
Sucre 37.963 321 3.125 1.582 7,66
Gran Sabana 35.462 0 4.988 1.478 7,16
Caroni 8.120 0 1.655 338 1,64
Sifontes 279.649 1.310 42.981 11.652 56,44
Estado Bolivar 495.500 4.852 60.335 20.646 100,00

Fuente: Direccion de Salud Ambiental del Estado Bolivar 1090-2013.

*Anteriormente Municipio Raiul Leon

de 5 a 15.000 casos, manteniéndose asi hasta 2008
con un promedio de 13.850 casos anuales en el lapso.
Nuevamente, en 2009 hay un incremento importante
con un registro de 19.408 casos, generandose en
promedio 28.656 casos anuales durante el ultimo
quinquenio (2009-2013), contra 13.850 reportado en
el quinquenio anterior (2004-2008), lo que representa
un incremento de 2,7 veces en el quinquenio, cerrando
el afio 2013 con un pico histérico para el municipio
de 42.981casos, segln la data del estado Bolivar
(Fig. 2). No obstante, segtin la data del MPPS (2013),
adicionando los casos de malaria diagnosticados en

otros lugares del pais procedentes de Sifontes, para este
afio hubo en el municipio 46.610 casos, para un total
de 65.980 en el estado, representando esto 70,6% de
la malaria del estado y 60,8% del pais. El acumulado
en el estado Bolivar en el quinquenio 2009-2013 fue
de 219.636 casos de malaria, de los cuales 147.773
(67,3%) fueron reportados por el municipio Sifontes,
distribuidos en 102.767 (69,5%) para la parroquia
San Isidro, 38.696 (26,2%) para la parroquia Dalla
Costa y 6.310 (4,3%) para la parroquia Tumeremo.
Durante 2013 la parroquia San Isidro, incluyendo los
casos diagnosticados en otros estados, report6 33.385

Fig.2.Casos anuales de malariaen Venezuela, el estado Bolivary municipio Sifontes en el lapso 1980-2013.
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Fig. 3. Casos anuales de malaria por especie de Plasmodium en el estado Bolivar en el lapso 1980-2013.
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casos, 71,6% de la malaria del municipio y 50,6%
de la del estado, mientras que Dalla Costa reportd
11.881 (25,5%) casos (MPPSS, 2013). Espacialmente
la malaria en el municipio se distribuye a lo largo
de los ejes fluviales y caminos, fundamentalmente
en las parroquias San Isidro y Dalla Costa, pero en
los ultimos cinco afios las localidades con mayor
prevalencia de malaria se han concentrado en el rea de
Las Claritas, un area muy pequeiia de la parroquia San
Isidro, dedicada exclusivamente a la mineria aurifera,
convirtiéndola en el foco caliente mas importante en
Venezuela (Fig. 4).

En promedio, la malaria anual del municipio
representd 59,3% de la malaria del estado durante
los lapsos epidémicos. En el lapso intermedio inter-
epidémico 1992-2003, en promedio se originaron en
el municipio 3.185 casos anuales de malaria, siendo
los valores extremos 5.330 casos durante 1992y 1.228
en 2001, representado esto en promedio 40,5% de la
malaria anual del estado. La proporcién mas elevada
de malaria en el municipio con respecto al estado
registrada en la serie completa fue 77,5% (2.855 casos)
en 1984, mientras que la proporcion mas elevada en un
periodo epidémico fue 68,5% (18.473 casos) en 1990,
siendo la proporcion mas baja 25,3% durante 2001
cuando solo se reportaron 1.228 casos. Es importante
sefalar que entre 1980 y 1982 solo se reportaron cuatro
casos de malaria en el municipio Sifontes, cifra que se
incrementd a 391 durante 1983.
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Fig. 4. Casos de malaria acumulados por localidad
en el lapso 2009-2013 en las areas de explotacion
aurifera de las cuencas media y alta del rio Cuyuni
y sus afluentes, en las parroquias Dalla Costa y
San Isidro. En el recuadro interior el area de Las
Claritas.
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Fig. 5. Serie de tiempo de los casos de malaria mensuales en el municipio Sifontes en el lapso 1995-2013

con la linea de tendencia exponencial.
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En cuanto a la casuistica por especie de
plasmodio en el municipio Sifontes, durante el lapso
1995-2013, se reportaron 100.715 (44,4%) casos
acumulados de P. vivax, 27.267 (12.0%) casos de P,
falciparum 'y 2.408 (1,1%) de infecciones mixtas. En
este lapso la proporcion anual promedio para P, vivax y
P. falciparum fue de 66,4% y 32,8% respectivamente,
mientras que los casos mixtos representaron solo 1,2
% de la casuistica anual en el municipio (DSAEB,
1995-2013). A partir de 2003 se comenzaron a reportar
en el municipio casos de P. malariae, contandose 219
casos hasta 2010, con un rango que va de 1 a 53 por
afio, mientras que en el estado Bolivar se reportaron
243 entre 2001 y 2010 (DSAEB, 1995-2013).

La serie de tiempo anual, permite ver un
claro patron de comportamiento de la malaria en el
municipio, que esta definido por periodos epidémicos
seguidos de periodos inter-epidémicos intercalados
(Fig. 2). La tendencia y la diferencia marcada en la
casuistica entre los dos periodos en el municipio, se
puede apreciar con mas facilidad al graficar la serie
mensual de malaria en el lapso 1995-2013 (Fig. 5).
La serie mensual evidencia con mayor exactitud el
patréon endemo-epidémico de la malaria en el municipio
caracterizada por agudos picos mensuales, y confirma
la tendencia de los ultimos afios a un pronunciado
incremento a partir del aflo 2004, el cual se ha acelerado
en los ultimos cuatro afos y la cual ajusta bien a una
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linea de tendencia exponencial. En esta serie, el primer
pico mensual se presenta en enero de 2005 con 2.421
casos, el segundo pico mas elevado supero los 3.000
casos y ocurri6é en septiembre de 2009, luego entre
mayo y agosto de 2011 la malaria se mantuvo siempre
por encima de 3.000 casos con un pico en junio cuando
alcanzo la cifra de 3.725. Este evento fue un preludio
del pico epidémico que se dispara a partir de noviembre
de 2011, cuyo pico supero los 6.000 casos en enero de
2013 (Fig. 5). Esta situacion se sostuvo durante todo
el afio 2013 con un promedio cercano a 5.000 casos
mensuales. Sin embargo, tanto la serie anual como la
serie mensual, grafican un perfil endemo-epidémico
de la malaria en el municipio con bajadas y subidas
abruptas, si bien la tendencia en los ultimos afios es al
incremento. Al realizar una estratificacion temporal del
promedio mensual de los casos acumulados de malaria
en el lapso 1990-2013, separando los afios epidémicos
(1990-1991 y 2004-2013) de los no epidémicos (1992-
2003), se confirman los dos niveles epidemiologicos
diferentes, el basal y el epidémico, derivados de las
diferencias en los promedios mensuales de malaria de
los afios en que hubo epidemia con respecto a los demas
afios de la serie (Fig. 6). El periodo de malaria basal
es aquel cuyos valores mensuales promedio fluctuan
entre 200 y 400 casos aproximadamente, mientras que
en el periodo epidémico estan entre 1.600y 2.000 casos
mensuales. En promedio hubo 1.078 casos mensuales
de malaria en el lapso completo, 285 en el nivel basal
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Fig. 6. Promedios mensuales de malaria en el municipio Sifontes en los lapsos endémico 1992-2003 y

epidémico 1990-1991/2004-2013.
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y 1.872 en el nivel epidémico, lo cual representa
un incremento de 6,7 veces durante las epidemias
de malaria. En cuanto a la relacion de la casuistica
mensual de malaria con la lluvia en el municipio
mostrada en la Fig. 6, el analisis de correlacion de
Pearson (Statistica for Window, 1996), demuestra
la ausencia de correlacion significativa entre ambas
variables para el nivel basal (R=0,41, P=0,78) y para
el nivel epidémico (R =0,41; P =0,32).

DISCUSION

Al observar la curva de evolucion de la
malaria en Venezuela esta parece estar estrechamente
relacionada con fenomenos politicos y socioeconémicos
nacionales y mundiales. La historia de la malaria en
Venezuela claramente puede dividirse en tres etapas:
la primera de 1936 a 1945, desde fundacion de la
Direccion de Malariologia hasta el fin de la Segunda
Guerra Mundial y la aparicion del DDT, durante la cual
se establecen las bases de la campaiia de erradicacion y
se logran avances importantes, a pesar de las elevadas
tasas de morbilidad en los llanos y region central del
pais (Gabaldon, 1949; Bouma & Dye, 1997); la segunda
entre 1945 y 1970, marcada por la consolidacion y el
éxito de la campaiia de erradicacion, durante la cual
se registra una caida drastica de la morbilidad y
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mortalidad nacional por malaria (Gabaldon, 1969;
Gabaldon ef al., 1975; Bouma & Dye, 1997); y la
tercera, desde 1970 hasta el presente, la cual coincide
con una etapa de desmejoramiento socioeconémico
sostenido y progresivo del pais. Esta situacion trajo
como consecuencia el aumento de las migraciones
hacia el sur del rio Orinoco y el comienzo de las
explotaciones de minerales preciosos en esta area,
principalmente oro y diamantes, y el resurgimiento de
la malaria en el pais.

Al analizar la evolucion anual de la malaria
en el estado Bolivar, lo primero que se evidencia en
los datos es que a partir de 1983 la malaria en el estado
depende en gran medida de la malaria generada en el
municipio Sifontes, excepto en el periodo 1993-2002,
cuando el estado Sucre tenia la incidencia mas elevada
del pais (Céceres, 2011). En términos proporcionales
la malaria producida por el municipio Sifontes en ese
lapso, supera ampliamente toda la malaria producida
por el resto de los municipios del estado en conjunto.
Al revisar la distribucion espacial de los casos de
malaria en los diez municipios del estado Bolivar,
se observa que entre 1990 y 2013 mas de la mitad
de la malaria acumulada se produjo en el municipio
Sifontes, particularmente en la parroquia San Isidro.
Esta distribucién demuestra claramente la naturaleza
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focal de la enfermedad en el estado, probablemente
condicionada por factores humanos y ambientales,
confirmando la hipdtesis de que el patron espacial de la
malaria es heterogéneo y de naturaleza focal, lo que a
la vez condiciona la aparicién de nuevos focos (Grillet
et al., 2009). Situaciones similares han sido descritas
en Pert, donde se reportaron brotes de malaria en la
jungla norte asociados a los patrones de movimiento
de los comerciantes de madera, en el sur vinculados
a la extraccion de oro, y en la costa a la produccion
de arroz debido a deficiencias en el drenaje de los
sistemas de irrigacion (Chowell et al., 2009). En el
caso del municipio Sifontes, ha sido suficientemente
documentado que la malaria esta claramente asociada
a la mineria artesanal de oro, actividad que combina
la presencia de personas susceptibles provenientes de
areas no endémicas, presencia de mosquitos vectores
y alteracion medioambiental (Aché, 1998; Caceres,
2011; 2013; Moreno et al., 2000; 2007).

La serie de tiempo mensual de malaria en el
lapso también revela el caracter endemo-epidémico de
la enfermedad en el municipio. El perfil de la malaria
aqui, definido por periodos epidémicos de picos
abruptos, seguidos de largos periodos inter-epidémicos
intercalados, es el caracteristico de una zona de malaria
inestable de baja endemicidad (Bruce-Chwatt, 1980).
La endemicidad de la malaria en esta area se establece
en 1983, debido a factores socioecondémicos ligados
a la explotacion artesanal de oro, lo cual provoca la
migracion masiva de personas de diferentes lugares
del pais hacia esta zona, muchos de ellos provenientes
de otras regiones endémicas del pais y del exterior,
lo que constituye un ejemplo de cémo los factores
demograficos de las poblaciones humanas juegan
un rol determinante en la transmision de la malaria
(Bouma, 2003; Chaves, 2007; Hay et al., 2002; Shanks
et al., 2005). En esta zona se ha configurado un foco
de malaria muy particular, propio de areas de frontera
economica donde el factor humano es preponderante
sobre el factor ambiental o climatico, de tal manera que,
tal como lo demuestran los resultados de correlacion
en este trabajo, los casos no necesariamente estan
relacionados con la lluvia, a diferencia de la malaria del
norte del rio Orinoco antes de 1945, la cual presentaba
una marcada estacionalidad, claramente asociada a
los picos de lluvia, y en menor grado la de los estados
Amazonas y Sucre (Gabaldon, 1949; Bouma & Dye,
1997; Grillet et al., 2014). Esta situacion coincide
con lo que Gabaldon (1969, 1971), definié como
malaria inaccesible o inabordable, configurado por
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poblaciones humanas tales como mineros e indigenas,
cuyas principales caracteristicas son la alta movilidad,
la carencia de residencia fija y viviendas provisionales
e incompletas construidas con materiales perecederos
que los exponen a la picada de los mosquitos; por lo
tanto, la malaria se debe mas a aspectos culturales que
a factores entomoldgicos o ambientales (Gabaldon,
1969; Gabaldon et al.,1975).

La observacion de la evolucion de la malaria
en el municipio Sifontes, evidencia la existencia
de dos niveles epidemiologicos, un nivel basal no
epidémico representado por aquellos afios en los
cuales la malaria se mantiene alrededor de 300 casos
mensuales y un nivel epidémico, con afios en los
que el promedio mensual esta alrededor de 2.000
casos. El comportamiento endemo-epidémico de
la malaria en esta zona pudiera estar relacionado
con el concepto de malaria adicional definida por
Gabaldon (1949), como la malaria producida por
vectores que se reproducen en habitats creados por el
hombre, en adicion a la malaria basal producida por
vectores que se reproducen en criaderos de origen
natural. En esta area, los criaderos artificiales, y en
consecuencia la malaria adicional, pueden estar
siendo generados por la alteracion del paisaje y de
la hidrologia superficial ocasionada por la actividad
minera que se inicia a principios de la década de
los 80’s. Esta actividad, que se ha incrementado
desproporcionadamente en la ultima década, ha
propiciado la aparicion de charcas y lagunas con
caracteristicas adecuadas para la reproduccion de
An. darlingi el principal vector de malaria en este
foco, y otras especies oportunistas adicionales
tales como An. albitarsis s.l. y An. nuneztovari s.l.
(Moreno et al., 2000; 2004; 2007). Sin embargo,
la existencia de criaderos adicionales no explica
por si sola la situacion de malaria; esta condicion
ambiental, combinada con factores climaticos y las
migraciones humanas temporales y compulsivas
ocasionadas por las actividades mineras llamadas
bullas, origina una malaria adicional en forma
de brotes epidémicos que caracterizan el perfil
epidemioldgico de la malaria en este foco. Este
fendmeno se ve reflejado en el perfil de la serie de
tiempo mensual (Fig. 5), cuyos picos epidémicos
no son ciclicos, lo que sugiere que hay factores
antropicos que alteran la forma ciclica caracteristica
del perfil endemo-epidémico; por tal motivo, la
malaria en esta zona ha sido catalogada como una
enfermedad ocupacional (Aché, 1998).
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En cuanto a la casuistica de malaria por
especie de Plasmodium, en el area coexisten las tres
especies de parasitos humanos que hay en América,
con una clara predominancia de P. vivax con respecto
a P, falciparum. La proporcioén promedio de P. vivax
es de 60% en condiciones de malaria basal, pero
durante los brotes epidémicos la proporcion de esta
especie aumenta a 70%, lo cual significa que las
epidemias ocurren a expensas de P. vivax. La otra
especie de parasito, P. malariae tiene una presencia
marginal en el area, entre 1990 y 2000, solo cinco
casos de esta especie fueron diagnosticados en el
estado Bolivar, todos ellos considerados importados
del estado Amazonas y de Guyana. En 2001 Pacheco
et al. (2001) reportaron la aparicion de seis casos
autdctonos en el municipio Sifontes, y desde entonces
se diagnosticaron 219 casos hasta 2011 (DSAEB, 1995-
2013). Posiblemente debido a que la mayoria de los
casos de esta especie son asintomaticos y a las bajas
parasitemias detectadas, es muy probable que la baja
casuistica reportada en Sifontes sea debida a fallas en
el diagnostico, tal como ha sido reportado por Magris
et al. (2007a) en el Alto Orinoco, estado Amazonas.
En general, la prevalencia de esta especie es baja en
casi todos los focos donde ha sido reportada, estando
en el municipio Sifontes siempre por debajo de 0.1%;
sin embargo, Magris et al. (2007b) reportaron una
prevalencia de 17% en el municipio Alto Orinoco
del estado Amazonas. Plasmodium malariae es una
especie de zonas boscosas acerca de la cual se sabe muy
poco en cuanto a su prevalencia real y su dinamica de
transmision, requiriéndose de mayor investigacion al
respecto, debido a que las infecciones por esta especie
parecieran estar incrementandose en diversas areas
de su distribucion geografica en la cuenca amazonica
(Galardo et al., 2007; Magris et al., 2007a; Pacheco
et al. 2001). Sobre su dinamica vectorial, Galardo et
al. (2007) reportaron tasas de infeccion de P. malariae
inferiores a 1,0% en varias especies de mosquitos,
mientras Magris et al. (2007a) reportaron 25,0% de
An. darlingi positivo a proteina circumesporozoito de
P. malariae en el estado Amazonas.

La estacionalidad de la malaria ha sido
descrita como la acumulacion de la mayoria de los
casos en unos pocos meses, y que ocurre en areas
donde la transmision tiene un comienzo y un final en
el lapso de un afio, definiéndose picos estacionales de
malaria usualmente asociados a factores ambientales
(Roca-Feltrer et al., 2009). Desde este punto de
vista, hay sitios que no presentan estacionalidad,
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sitios con leve estacionalidad y otros con marcada
estacionalidad. Segin Roca-Feltrer et al. (2009), en
los sitios sin estacionalidad, 50% de la malaria ocurre
en seis meses del afio, mientras que en los sitios de
marcada estacionalidad 75% de los casos de malaria
ocurren en el mismo lapso o menos; en el caso del
municipio Sifontes, los casos estan uniformemente
distribuidos durante todo el afio, sin acumulaciones y
sin diferencias notables entre las estaciones del afio.
Esta distribucion uniforme de la casuistica de malaria
alo largo del afio representa una contradiccion, ya que
segun Smith et al. (1993), esta es una caracteristica de
sitios donde hay altas tasas de transmision, y donde
en consecuencia la prevalencia de malaria no varia
por estacion. En este sentido, segiin Roca-Feltrer et
al. (2009) las zonas de alta transmision son aquellas
que tienen tasas entomologicas de inoculacion (TEI’s)
superiores a 100 picadas infectivas por persona por aio
(pipa), mientras que Griffin ez al., (2010) han descrito
zonas de alta transmision en Africa cuyas TEI’s varian
entre 586 y 675 pipa. En el caso del municipio Sifontes
fue reportada una TEI de 4,2 pipa (Moreno ef al.,
2009), similar a la de 3,0 pipa reportada por Griffin
et al. (2010) para una zona de baja transmision. Esta
contradiccion puede ser explicada al considerar que,
si bien la abundancia de An. darlingi es muy baja, las
tasas de infeccion reportadas por Moreno et al.. (2009)
para el municipio son similares a las reportadas para
el municipio Alto Orinoco, un area considerada de
alta transmision (Magris ef al., 2007a). Esto también
significa, que debe haber otros factores diferentes
a las tasas de transmision que expliquen la elevada
prevalencia de malaria en el municipio, tales como la
concentracion de grandes grupos de personas en areas
muy pequeiias por mucho tiempo.

Las caracteristicas espaciales y temporales de
la malaria en el municipio Sifontes, lo configuran como
el foco mas importante en Venezuela, ya que retine
todas las condiciones epidemiologicas, ambientales,
climaticas y sociales descritas por Grillet et al. (2009)
para un foco caliente en el cual se esta originando
constantemente malaria durante todo el afio. Si bien
en este trabajo solo se hace un analisis descriptivo
de la malaria en el municipio Sifontes, constituye
una aproximacion valida y necesaria que resume su
evolucion desde que aparecieron los primeros casos
en el estado Bolivar en 1980 hasta el afio 2013. En
este se describe el perfil endemo-epidémico de la
malaria en el estado Bolivar y el municipio Sifontes
y se resaltan sus principales caracteristicas, como

Bol. Mal. Salud Amb.



la carencia de estacionalidad y la existencia de
dos niveles epidemiologicos, uno basal y el otro
adicional, ligado este tltimo a la mineria. Asimismo,
el trabajo revela la naturaleza focal de la enfermedad
y la predominancia de factores antrépicos por
encima de variables entomoldgicas y ambientales.
También demuestra, como a partir de 1983 gran parte
de la malaria en Venezuela depende de la malaria
generada en el estado Bolivar, y esta a su vez de
la del municipio Sifontes, lo cual constituye unos
sus principales aportes, dada la importancia de este
hecho en la toma de decisiones y la implementacion
de planes de control eficaces y eficientes.

Por ultimo, es importante subrayar una
limitacion importante que tiene el trabajo, y es que
este fue realizado con la base de datos de malaria
del estado Bolivar (DSAEB), que contiene solo los
casos que se diagnostican en el estado, excluyendo
los casos del estado y del municipio que son
diagnosticados en el resto del pais, incluidos en
la base de datos de la DGSA, a la cual los autores
no tuvieron acceso. Sin embargo, si bien es cierto
que hay una diferencia entre la data local y la
nacional esto no invalida el analisis, debido a que
la diferencia no es tan grande como para cambiar
significativamente los resultados en cuanto a la
formula parasitaria, distribucion porcentual de la
malaria entre municipios, tendencias temporales ni
distribucion espacial. A pesar de la diferencia en las
dos bases de datos, las estadisticas siguen siendo
consistentes y en consecuencia, se puede afirmar
que con cualquiera de las dos las conclusiones del
trabajo serian las mismas.
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Nuevos registros de vectores potenciales de Fiebre Amarilla y Mayaro para el
estado Guarico, Venezuela. Primer registro de Haemagogus janthinomys Dyar
para los Llanos centrales de Venezuela

New records of potential yellow fever and mayaro vectors from Guarico State,
Venezuela. First record of Haemagogus janthinomys Dyar from the central plains
of Venezuela

Elvira Sanchez-Gonzalez'?, Jonathan Liria'?, Rodrigo Ramirez*, Manuel Muiioz® & Juan-Carlos Navarro®*

RESUMEN

Se reportan Haemagogus anastasionis Dyar
y Hg. equinus Theobald, con base en capturas realizadas
en un area rural del municipio Roscio, estado Guarico y se
sefiala por primera vez la presencia de Hg. janthinomys
para la subregién de los Llanos Centrales. Este hallazgo,
constituye un factor de riesgo potencial en la emergencia
y transmisiéon de arbovirosis, por lo que se recomienda a
los organismos de salud del estado realizar la vigilancia
entomoldgica y epidemioldgica respectiva en el area.

Palabras clave: alphavirus,
flaviviridae, mosquitos, vectores.

arbovirosis, Culicidae,

Los mosquitos (Diptera: Culicidae), se
encuentran representados por mas de 3.000 especies
en el mundo (WRBU, http://www.mosquitocatalog.
org, Consultado en: marzo 3, 2014). En Venezuela, la
familia Culicidae incluye 315 especies, distribuidas en
23 géneros (Navarro et al., 2007. Zootaxa. 1547: 1-19;

SUMMARY

Haemagogus anastasionis Dyar and Hg. equinus
Theobald were captured from a rural area in the Roscio
municipality, Guarico State, Venezuela, and Hg. janthinomys
was reported for the first time from the central lowland plains
subregion of Venezuela. These findings represent potential
risk factors for the emergence of arboviruses and their
transmission. We thus recommend that the respective health
authorities undertake entomological and epidemiological
surveillance in this region.

Key words: alphavirus, arboviruses, Culicidae, flaviviridae,
mosquitoes, vectors.

Del Ventura et al., 2013. Bol. Malariol. Salud Amb. 53:
165-182), siendo Haemagogus Williston de importancia
epidemioldgica, debido a las implicaciones vectoriales
en la transmision y mantenimiento del virus de la
Fiebre Amarilla (YFV) y del virus Mayaro (MAYV)
en los respectivos ciclos selvaticos (enzooticos).
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En el ciclo enzoodtico, los primates de los
géneros Alouatta, Ateles, Cebus y Pithecia, actian
como hospedadores o posibles reservorios del
virus, mientras que el humano se considera como
un hospedador accidental al introducirse en bosques
primarios y secundarios, donde los mosquitos vectores
desarrollan su ciclos de vida (Barret & Higgs, 2006.
Annu. Rev. Entomol. 52: 109-129; Vasconcelos, 2003.
Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 36: 275-293).

Entre las especies involucradas en el ciclo
enzodtico se encuentran Hg. janthinomys, Hg.
albomaculatus Theobald, Hg. leucocelaenus Dyar
& Shannon, Hg. equinus, asi como Hg. capricornii
Lutz (Cardoso et al., 2010. Emerg. Infect. Diseases.
16: 1918-1924; Vasconcelos, 2003. Op. cit.; Mondet
et al., 2002. Vector Borne Zoonotic Dis. 2: 47-50;
De Rodaniche & Galindo, 1956. Am. J. Trop. Med.
61: 232-237), siendo Hg. janthinomys el principal
involucrado por diversos autores en la transmision
de MAYV (Muiloz & Navarro, 2012. Biomedica. 32:
286-302).

La distribucion geografica de Haemagogus
abarca la region neotropical, incluyendo el Norte
de Suramérica, las islas del Caribe y América
Central, donde se encuentran 19 de las 28 especies
que conforman el género (Arnell, 1973. Contrib.
Amer. Entomol. Inst. 52: 209-229). En Venezuela
se han reportado nueve especies, siete de ellas en
el subgénero Haemagogus y dos incluidas en el
subgénero Conopostegus Dyar (Navarro, 1998. Bol.
Entomol. Venez. 13: 187-194; Sutil, 1980. Bol. Dir.
Malariol. San. Amb. 20: 1-32; Arnell, 1973. Op.
cit.), con la inclusion reciente de Hg. (Conopostegus)
clarki Galindo, Carpenter & Trapido para el pais,
(Liria & Navarro, 2009. Bol. Mal. Salud Amb. 49:
283-292).

En los Llanos venezolanos se ha sefialado
la presencia de cinco especies: Hg. anastasionis, Hg.
celeste, Hg. equinus, Hg. janthinomys y Hg. lucifer
(Howard, Dyar & Knab) (Muioz et al., 2010. Rev.
Biomed. 21: 163-177; Liria & Navarro, 2009. Op.
cit.). Todas estas, a excepcion de Hg. janthninomys
han sido registradas para la subregion definida como
Llanos Centrales (Huber & Alarcon, 1988. Ministerio
del Ambiente y de los recursos Naturales Renovables.
The Nature Conservancy). Esta subregion abarca la
zona septentrional y meridional de los estados Guarico
y Cojedes, y el extremo suroeste de Anzoategui.
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Como parte de un estudio de vigilancia y
prevencion de arbovirus re-emergentes, se realizo un
muestreo puntual durante el mes de junio de 2010 en
el Fundo La Lomita, localizado en las coordenadas
9° 45> N; 67° 26’16 W, sector Los Cedritos I,
Municipio Roscio, estado Guarico, Venezuela (Fig.
1). Esta localidad presenta una elevacion de 351 m
y vegetacion caracteristica de los Llanos Centrales
altos, con terrenos no inundables cubiertos por
sabanas de montafia y matorrales (Huber & Alarcon,
1988. Op. cit.). En la zona se evidencia fragmentacion
de la vegetacion, debido a la intervencion humana
(asentamientos rurales y espacios para la cria de
ganado bovino).

Los mosquitos fueron recolectados en su
fase adulta en el horario diurno (8:30-16:00 h) al
posarse en la ropa de los investigadores debidamente
protegidos. Para la captura de los mismos, se utilizaron
aspiradores de vidrio manuales disefiados para tal fin.
Posteriormente los ejemplares fueron trasladados al
Laboratorio de Biodiversidad Animal, Departamento
de Biologia, Facultad de Ciencia y Tecnologia de la
Universidad de Carabobo, Venezuela, donde fueron
identificados a partir de su morfologia externa
utilizando claves taxonomicas para adultos (Liria &
Navarro, 2009. Op. cit.; Chaverri, 2004. http://www.
inbio.ac.cr/EN/papers/culicidae_hembra/clave.htm.
Consultado en: enero 17, 2014).

Los culicidos identificados corresponden a
las especies Haemagogus (Haemagogus) equinus, Hg.
(Hae.) anastasionis y Hg. (Hae.) janthinomys (Fig.
2). Los especimenes se encuentran depositados en la
coleccion de Invertebrados del Laboratorio Museo de
Zoologia de la Universidad de Carabobo (MZUC),
bajo los siguientes datos de captura: Venezuela,
Guarico, Roscio, Fundo La Lomita, 351 m, 10°
52°37”N 68° 8°43”W, sector Los Cedritos I. Cebo
humano. Recolectores: Equipo Lab. Biodiversidad
Animal-UC.

Las especies de Haemagogus son de habitos
diurnos y predominantemente selvaticos, con el
desarrollo de sus fases inmaduras en fitotelmatas como
huecos de arboles e internodos de bambi, aunque
algunos estudios muestran su capacidad para colonizar
recipientes artificiales como neumaticos y trampas
para oviposicion (Arnell Op. cit.; Ramirez et al., 2004.
Rev. Peru Med. Exp. Salud Publica. 24: 40-25; Chadee
et al., 1981. Mosquito News. 41: 568-569).
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Nuevos registros de vectores potenciales de Fiebre Amarilla y Mayaro en Venezuela

Fig. 1. Registros de tres especies de Haemagogus en estados de los Llanos venezolanos.
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Fig. 2. Mosquitos reportados en la localidad de estudio: A) Hg. anastasionis; B) Hg. equinus; C) Hg.

Jjanthinomys. Escala= 2mm.
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Haemagogus janthinomys suele presentar
una distribucion vertical desde el sotobosque al dosel,
con preferencias hacia este ultimo (Galindo et al.,
1955. Ann. Entomol. Soc. Am. 48: 158-164; Ramirez
et al., 2004. Op. cit.). Esta especie es considerada el
vector mas importantes del YFV y del MAY'V. Por su
parte, Hg. equinus es considerado un vector secundario
del YFV, junto a otras especies pertenecientes al
género Sabethes Robineau-Desvoidy (Vasconcelos,
2003. Op. cit. Barrett & Higgs Op. cit.).

Las especies reportadas representan un
factor epidemiologico importante para el estado
Guarico, ya que se ha sefialado que las infecciones
por YFV provenientes del foco de San Camilo, en el
estado Apure, pueden extenderse hacia esta region
(Valero 2003, Invest Clin. 44: 269-271.; Ministerio
del Poder Popular Para la Salud, 2012. http://www.
mpps.gob.ve/index.php?option=com_pocadownloa
d&view=category&download=721:manualdefiebrea
marilla&id=22:manualesguiasyprotocolosdevigilanc
iaepidemilogica&Itemid=915. Consultado en: marzo
15,2014).

Asi mismo, la presencia de factores
determinantes para el mantenimiento del ciclo
enzodtico de la YFV y MAYV tales como,
asentamientos humanos, monos araguatos o
aulladores, marsupiales arboricolas, y zonas boscosas
periféricas a las zonas residenciales permiten
recomendar acciones de vigilancia que incluyan
la recoleccion sistematica de mosquitos adultos,
para el aislamiento de arbovirus u otros agentes
etiologicos asociados a enfermedades zoondticas,

Sanchez-Gonzdlez E. et al.

asi como la vigilancia seroldgica en humanos y
animales domésticos y selvaticos que pudieran estar
involucrados en los respectivos ciclos de transmision.

La presencia de estas especies en el estado
Guarico, principalmente Hg. janthinomys, cuyas
hembras actian como principales vectores de
importantes arbovirosis tropicales (fiebre amarilla
y fiebre Mayaro) constituye sin duda, un riesgo
potencial de transmision de las mismas para la region
de los Llanos centrales de Venezuela. Este hallazgo,
muestra la importancia de profundizar estudios en
el pais sobre la distribucion geografica y aspectos
ecologicos de mosquitos vectores y su posible relacion
epidemioldgica con las enfermedades emergentes y
reemergentes.
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Primer registro de Anopheles (Stethomyia) nimbus (Theobald, 1902) para el estado

Bolivar, Venezuela

First record of Anopheles (Stethomyia) nimbus (Theobald, 1902) for Bolivar

state, Venezuela

Jesus Berti'*, Yarys Estrada’, Hernan Guzman' & Lourdes Arias'

RESUMEN

En el presente trabajo se registra por primera
vez la presencia de Anopheles nimbus (Theobald, 1902)
en el estado Bolivar. Con el registro de la nueva localidad
aumenta a cinco, el nimero de entidades federales de
Venezuela donde la especie estda presente, estas son:
Amazonas, Cojedes, Monagas, Yaracuy y Bolivar.

Palabras clave: Anopheles, larvas, criaderos, distribucion
geografica, Gran Sabana, estado Bolivar, mosquitos,
Venezuela.

Enla Gran Sabana, estado Bolivar, Venezuela
(Fig. 1), entre enero y diciembre del 2012 y 2013,
se realizaron capturas de mosquitos adultos (método
de cebo humano), asi como también la busqueda y
recoleccion de larvas y pupas en criaderos naturales y
artificiales. Entre las comunidades visitadas tenemos:
Santa Elena de Uairén (capital), Manak-Kri, Maurak,
Waramasén, Colinas de la Laguna, Altamira, San
Antonio del Morichal, Kinok-Pon Parti, Chiricayén,
Chiririka, Waiparu, Betania, Kamaiwa, La Primavera,
El Pauji, y El Paraiso, un campamento vacacional.
Por otro lado, hubo capturas de larvas y mosquitos en
las margenes de los rios Chiririka, Waiparu, Uairén y
Kukenan.

El subgénero Stethomyia, al cual pertenece
la especie Anopheles nimbus (Theobald) ha sido
muy poco estudiado. Este subgénero se distribuye
en América en 11 paises: Bolivia, Brasil, Costa Rica,
Colombia, Guyana, Guyana Francesa, Panama, Peru,

SUMMARY

We report the presence of Anopheles nimbus
(Theobald, 1902) for the first time in Bolivar state. This
new register increases the geographical distribution
of this species in Venezuela to five states: Amazonas,
Cojedes, Monagas, Yaracuy and Bolivar.

Key words: Anopheles, breeding sites, geographical
distribution, Gran Sabana, Bolivar state, mosquitoes,
Venezuela.

Surinam, Trinidad and Tobago y Venezuela. En
Venezuela, segin Rubio-Palis (2005. Bol. Malariol.
Salud Amb. 45: 1-10) estan presentes solo tres de
las 5 especies del subgénero Stethomyia, que son:
Anopheles kompi Edwards 1930; Anopheles thomasi
Shannon, 1933 y Anopheles nimbus (Theobald,
1902). Esta ultima es una especie que ha sido muy
poco estudiada. No obstante, se sabe que sus criaderos
se encuentran dentro de la selva en las margenes de
quebradas, manantiales o rios muy sombreados con
poca corriente, donde hay presencia de algas, en
aguas estancadas, transparentes y no contaminadas
(Cova-Garcia. 1951. Publicac. Div. Malariol. 10:
7-226). Asimismo, este autor sefiala que la especie
pica al ser humano con poca frecuencia y no ha sido
seflalada como vector de enfermedades tropicales
(Cova-Garcia. 1951. Op. cit.). Hasta 1980, de las tres
especies del subgénero Stethomyia, solo Anopheles
kompi estaba registrada para el estado Bolivar (Sutil,
1980. Publicac. Div. Endemias Rurales, 37 pp.). En

! Centro de Estudio de Enfermedades Endémicas y Salud Ambiental (CEEESA). Servicio Auténomo Instituto de Altos Estudios “Dr. Arnoldo
Gabaldon” (IAE). Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS). Maracay, Estado Aragua. Venezuela.

*Autor de correspondencia: jbertimoser@yahoo.com
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Fig. 1. Imagen satelital sefialando la ubicacion del lugar de la captura de larvas del IV instar de An.
nimbus en el rio Chiririka, municipio Gran Sabana, estado Bolivar.
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1998, Bertietal. (1998. Bol. Entomol Venez. 13: 17-26)
sefialaron por primera vez la presencia de Anopheles
thomasi Shannon en el estado Bolivar. Por su parte,
Anopheles nimbus hasta el presente reporte, solo
estaba registrada en Amazonas, Cojedes, Monagas
y Yaracuy (Cova Garcia, 1951. Op. cit.; Sutil, 1980.
Op. cit.). Con el nuevo registro en el municipio Gran
Sabana, estado Bolivar, aumenta a cinco el nimero
de entidades federales de Venezuela donde la especie
estd presente. La misma, se encuentra distribuida en
los siguientes paises de América: Bolivia, Brasil,
Colombia, Guyana, Trinidad & Tobago y Venezuela.
La localidad tipo de la especie fue sefialada por
Theobald, como Cabacaburi, en el Rio Pomeroon
de la antigua Guyana inglesa (British Guiana) hoy
territorio en reclamacion, la Guyana Esequiba.

Los tres ejemplares del IV instar de la fase
larval, fueron capturados en las orillas sombreadas
del rio Chiririka (Fig. 1), coincidiendo con el tipo de
habitat sefialado por Cova-Garcia (1951. Op. cit.); las

Vol. LIV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2014

mismas estaban asociadas con larvas de Chagasia
bonneae Root y Chagasia ablusa Harbach. Fueron
identificadas usando la clave para larvas propuesta
por Navarro (Navarro, 1996. Bol. Dir. Malariol. San.
Amb. 36: 25-43) y estan depositadas (3 larvas de IV
instar) en la coleccion de Culicidae del Laboratorio de
Entomologia del Centro de Estudio de Enfermedades
Endémicas del Servicio Autonomo Instituto de Altos
Estudios “Dr. Arnoldo Gabaldon”, estado Aragua;
con los siguientes datos: Venezuela, Bolivar, Gran
Sabana, Chiririka, Rio Chiririka, 896 msnm, 4° 34’
36” N; 61°06° 52”W. Captura de larvas. 14-XI-2012.
Recolector: Y. Estrada. Determinacion: Y. Estrada y J.
Berti. No fueron realizadas crias asociadas, debido a
la poca cantidad de larvas.

En la Fig. 1, se puede observar la imagen
satelital con la ubicacion del sitio donde fue realizada
la captura de larvas de la especie. La vegetacion de
la zona es del tipo denominado bosques ombrofilos
sub-montanos siempre verdes (Huber 1995.
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Fig. 2 . Microfotografia que muestra en detalle las
ramificaciones del pelo 1-P en nimero desde 11
hasta 14 (10X Objetivo 40= 400 At.).

Geographical and physical features. pp. 1-61. En:
Flora of the Venezuelan Guayana. Eds. Berry E,
Holst B & Yatskievych K. 2% Ed.). Estos son bosques
densos con sotobosque bien desarrollado y elementos
lefiosos dominantes (arbustos, arboles, palmas)
medio-altos, que ocupan zonas con altitudes entre
600 a 1.200 msnm. Entre las especies de plantas
caracteristicas de estos bosques tenemos: Tabebuia
insignis, Tabebuiarosea, Tabebuia chrysantha, Virola
surinamensis, Protium heptaphylum, Alexa confusa,
Anaxagorea petiolata, Simaruba amara, Byrsonima
stypulacea, Stegolepis  perligulata, Pourouma
bolivarensis, entre otras (Huber, 1995. Op. cit.).
Generalmente son arboles altos (entre 20 y 30 m),
con presencia de abundantes epifitas (especialmente
bromelidceas). Esta region amazoénica, presenta
una temperatura media de 22°C (18°C a 24°C) y
una precipitacion entre 1.500 y 5.700 mm, con un
promedio de 1.900 mm a 2.500 mm; estos bosques se
caracterizan por un clima de constante lluvia, con un
promedio de 205 dias de lluvia por afio; por lo cual
se mantienen en constante estado de alta humedad y
bajas temperaturas (Huber, 1995. Op. cit.).

Este trabajo contribuye al conocimiento
de la fauna de Culicidae la region de la Amazonia
venezolana, al ampliar la distribucién geografica

conocida de una especie muy poco estudiada y
aportar informaciéon sobre las caracteristicas de
su habitat larval. Si bien la especie, no ha sido
sefialada como vector de enfermedades tropicales
(Cova-Garcia. 1951. Op. cit.); también es cierto
que la deteccion de especies silvestres de ambientes
selvaticos en ambientes periurbanos, es de mucho
interés para comprender el impacto de la ocupacion
de la region de la Amazonia (Brasil-Venezuela) sobre
la diversidad bioldgica del area amazodnica.

Las caracteristicas taxonomicas sefialadas
en la clave de Navarro (Navarro, 1996. Op. cit.),
permitieron la sencilla determinacion de la especie,
estas caracteristicas son basicamente las siguientes:
En primer lugar, la larva no presenta pelos palmeados
abdominales, la cual es una caracteristica del
subgénero Stethomyia; en segundo lugar, en la parte
dorsal del torax de la larva, An. nimbus tiene el pelo
1-P con ramificaciones en nimero de 11 a 14 (Fig.
3); lo cual la diferencia claramente de An. kompi, que
apenas tiene entre 6 y 8 ramas en el pelo 1-P (Navarro,
1996. Op. cit.). En la larva de 4n. thomasi, este pelo
es sencillo y no presenta ramificaciones (Navarro,
1996. Op. cit.).
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Primer registro de Panstrongylus rufotuberculatus (Hemiptera: Reduviidae) para

el estado Mérida, Venezuela

First record of Panstrongylus rufotuberculatus (Hemiptera: Reduviidae) in

Meérida State, Venezuela

Francys Avendaiio-Rangel*, Klever Rey, Elis Aldana & Eliecer Lizano

RESUMEN

Se sefiala la presencia de Panstrongylus
rufotuberculatus (Hemiptera: Reduviidae) capturados en horas
nocturnas, al ser atraidos por la luz, dentro y fuera de dos
viviendas de una zona de bosque seco de la poblacion de
Chiguara, aproximadamente a 1100 msnm, en el Municipio
Sucre del estado Mérida (Venezuela), lo que representa el primer
reporte de esta especie para dicho estado. Los ejemplares
encontrados son adultos, no infectados con Trypanosoma spp.
Se discute la importancia epidemioldgica de dicho hallazgo.

Palabras clave: Panstrongylus rufotuberculatus,
Trypanosoma cruzi, Enfermedad de Chagas, Estado Mérida.

Los triatominos son insectos de gran
importancia debido a su capacidad de transmision de
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) agente causal de
la enfermedad de Chagas en humanos, la cual es un
problema de salud putblica tanto en las zonas rurales
como urbanas. Se calcula que en todo ¢l mundo hay
mas de 8 millones de personas infectadas por 7. cruzi
y que aproximadamente 100 millones estan en riesgo
de contraer la enfermedad (WHO, 2002. Control
of Chagas disease. Technical Report. Series 905.
Geneva; Schmunis, 1999. Mem. Inst. Oswaldo Cruz.
97: 93-101).

Se han descrito a nivel mundial mas de 140
especies de triatominos organizados en 14 géneros y
5 tribus (Lent & Wygodzinsky, 1979, Bull. Am. Mus.
Nat. Hist. 163: 125-520; Galvao, Carcavallo, Rocha &
Jurberg, 2003. Zootaxa. 202: 1-36;). Para Venezuela
se han reportado 23 especies encontrandose entre los
principales vectores de 7. cruzi a Rhodnius prolixus

SUMMARY

Panstrongylus rufotuberculatus (Hemiptera:
Reduviidae) is recorded for the first time from Mérida State
(Venezuela). The insects were captured during the night,
aftracted by the light, from the inside and outside of two
dwellings surrounded by a dry forest at 1100 m.a.s.l., in the
town of Chiguara, Sucre municipality, Mérida state (Venezuela).
The specimens found were adults not infected with T. cruzi. The
epidemiological significance of this finding is discussed.

Key words: Panstrongylus rufotuberculatus, Trypanosoma
cruzi, Chagas disease, Mérida State.

Stal, 1859, como vector principal, Triatoma maculata
(Erichson, 1848) 'y Panstrongylus geniculatus
(Latreille, 1811) como vectores secundarios
(Schofield & Galvao, 2009. Acta Trop. 110: 88-100;
Ayala, 2009. Entomotropica. 24: 105-109. Torres et
al., 2010. Biomédica. 30: 72-81; Cazorla-Perfetti et
al., 2010. Avances Cardiol. 30: 347-369; Aldana et
al., 2011. Biomédica. 31: 108-117).

Panstrongylus rufotuberculatus (Champion,
1899) es unaespecie de ampliadistribucion geografica,
en América: se ha reportado en Argentina, Bolivia,
Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, Panama4,
Pera, México y Venezuela (Lent & Wygodzinsky,
1979, loc. cit; Wolff & Castillo, 2002, Mem. Inst.
Oswaldo Cruz. 97: 297-300; Galvao et al., 2003.
Zootaxa. 202: 1-36). En Venezuela se ha reportado en
los estados Aragua, Anzoategui, Cojedes, Carabobo,
Falcon, Gudarico, Lara, Monagas, Portuguesa,
Miranda, Yaracuy, Trujillo, Zulia, Sucre, Tachira,

Laboratorio de Entomologia “Herman Lent”. Facultad de Ciencias. Universidad de Los Andes. estado Mérida, Venezuela

*Autor de correspondencia: francysav@ula.ve
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Distrito Capital, Amazonas y Delta Amacuro (Cova-
Garcia & Suarez., 1959. Estudio de los Triatominos
en Venezuela. Min. San. Asist. Soc. Caracas;
Carcavallo ef al., 1999. Geographical distribution
and alti-latitudinal dispersion. En: Atlas of Chagas’
Disease Vectors in the Americas. Eds. Carcavallo et
al. 3: 747-792. FioCruz Editorial, Rio de Janeiro,
Brasil; Zabala-Jaspe et al., 2009. Bol. Mal. Salud
Amb. 49: 309-311. Cazorla-Perfetti et al., 2010, loc.
cit. Morocoima et al., 2012. Bol. Mal. Salud Amb. 52:
135-138).

Tradicionalmente a P. rufotuberculatus se
le conoce como una especie de habitos silvestres,
se alimenta principalmente de carnivoros, primates,
animales domésticos y del ser humano (Lent &
Wygodzinsky, 1979, loc. cit.). En Venezuela, se ha
encontrado a esta especie domiciliada en el estado
Lara, reportandose la presencia de huevos y adultos
infectados dentro de la vivienda humana (Traviezo-
Valles et al., 2008. Bol. Mal. Salud Amb. 48: 99-
101). Asimismo, en Colombia y Peru también se ha
demostrado la domiciliacién de esta especie (Wolff
& Castillo, 2002, Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 97: 297-
300; Marin et al., 2007, Cad. Saude Publica. 23:
2235-2238).

En este trabajo se registra, de acuerdo a
nuestra revision bibliografica, P. rufotuberculatus
por primera vez en el estado Mérida, Venezuela.
Durante los meses de Diciembre 2013 a Julio 2014 se
encontraron siete ejemplares de dicha especie, cuatro
machos y tres hembras, en dos casas de la poblacion
de Chiguara en el Municipio Sucre del Estado Mérida.
Esta poblacion se encuentra ubicada a una latitud
8°20°00”N a 8°17°36”N, una longitud 71°24°20”0
a 71°24°20”W (Fig. 1), y una altitud entre 400 y
1200 msnm. Chiguara cuenta con una temperatura
media anual de 21,5°C y precipitacion media anual
de 700mm, presenta una variedad de climas y
vegetacion que incluye desde un bosque xerdfilo en
la zona mas baja, hasta los bosques humedos en sus
zonas altas (Picon Medina, 1990. El caso Chiguara:
Una experiencia de desarrollo autogestionario.
Tesis de Universidad Nacional Experimental Simén
Rodriguez, Caracas).

Los ejemplares de P rufotuberculatus
fueron capturados por miembros de la comunidad
previamente instruidos sobre el papel de los
triatominos en la transmision de la Enfermedad de
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Fig. 1. Ubicacion de la localidad de Chiguara en el
Municipio Sucre, estado Mérida.
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Chagas y sobre coémo realizar una captura segura.
De los ejemplares capturados cuatro de estos fueron
encontrados en areas domiciliarias, tales como,
sala, cocina y habitacion; y los otros tres en paredes
exteriores del peridomicilio, las capturas se hicieron
en horas nocturnas siendo los insectos atraidos por
las luces de las viviendas, las cuales se encuentran en
una zona semi-urbana ubicada en la unidad ecologica
bosque caducifolio seco (Fig. 2) (Ataroff & Sarmiento
2003, Mapas de Unidades Ecologicas del Estado
Meérida, CD-ROM Dep. Legal IF 23720025741998X,
ISBN 980-11-0670-0 Biblioteca Nacional, Caracas),
donde la principal actividad comercial es la ganaderia
de carne y de leche y en menor proporcion agricola,
tal como la siembra de café, cambur y apio.

Los insectos fueron colectados en envases
plasticos con su debida identificacion, consistente en:
nombre del colector, lugar, fecha y hora de captura.
Posteriormente fueron facilitados a un voluntario de
recepcion de triatominos en esta comunidad, siendo
entregados siete ejemplares adultos, de los cuales
tres (dos machos y una hembra) estaban vivos.
Dichos insectos fueron trasladados al Laboratorio

Bol. Mal. Salud Amb.



Fig. 2. Vegetacion en alrededores de las
viviendas donde se capturaron Panstrongylus
rufotuberculatus, perteneciente a la unidad

ecolégica bosque caducifolio seco.

de Entomologia “Herman Lent” de la Facultad de
Ciencias (ULA) donde se les identifico segun las
claves dicotomicas de Lent & Wygodzinsky (1979,
loc. cit.), campliendo con las caracteristicas descritas
para esta especie, presentando una coloracion general
negra o café, tubérculos en el pronoto color rojizo,
con manchas de color rojo claro en el conexivo,
térax y patas, en cada segmento del conexivo posee
una mancha negra o café oscuro en la parte central,
hemielitros con manchas marrén oscuro (Fig. 3).

Seguidamente, aquellos ejemplares que
llegaron vivos al laboratorio fueron alimentados
con sangre de ave (gallina) para luego practicarles
un examen del contenido intestinal y determinar la
presencia de Trypanosoma spp. Por lo tanto se aplico
una breve presion en el abdomen con el fin de obtener

Fig. 3. Panstrongylus rufotuberculatus hembra,
negativo para Trypanosoma cruzi, capturado en
Chiguara, Municipio Sucre del estado Mérida.

Vol. LIV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2014
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una pequeila muestra de heces que fue recogida en
un portaobjetos y observada en un microscopio de
luz a 40X y 100X.

El presente hallazgo representa el primer
registro de la especie P. rufotuberculatus para el
estado M¢érida, sin embargo, dicha especie ha sido
registrada en estados vecinos, tales como Téachira,
Trujillo y Zulia. El hecho de que no haya sido
reportado antes en el Estado Mérida puede deberse
a diversos factores, por ejemplo: i) Bajas densidades
poblacionales de esta especie en la zona; ii) Carencia
de muestreos en el area de estudio y iii) La presencia
de esta especie en esta zona puede ser relativamente
reciente. A pesar de que P. rufotuberculatus ha sido
asociado principalmente a habitats silvestres, esta
especie también tiene la capacidad de colonizar
domicilios humanos, tal como ha sido reportado
por Wolff & Castillo (2002) en Colombia, donde
encontraron 100% de domiciliacion de esta especie
y una tasa de infeccion de 4,5%; y ademas Traviezo-
Valles et al. (2008, loc. cit.) encontraron ejemplares
de esta especie dentro de viviendas en el estado Lara-
Venezuela, los cuales se encontraban infectados con
T. cruzi, resaltando su capacidad vectorial.

Estos hallazgos conllevan a revisar la
importancia epidemiologica de P. rufotuberculatus
en la poblacion de Chiguara en el Municipio Sucre
del estado Mérida, en vista de su capacidad de
infestar domicilios y aunado al hecho de que en
dicha comunidad ademéas de P. rufotuberculatus,
también han sido encontrados recientemente por
habitantes de la comunidad ejemplares de Rhodnius
pictipes Stal, 1872, Eratyrus mucronatus Stal, 1859,
T. maculata y P. geniculatus, este tltimo infectado
naturalmente con Trypanosoma spp. (datos no
publicados), lo cual nos sefiala que es necesario
evaluar la importancia epidemioldgica de P
rufotuberculatus y otras especies en la transmision
de la enfermedad de Chagas en esta comunidad,
debido a la emergencia de especies de triatominos
considerados tradicionalmente como silvestres, pero
que en la actualidad debido a la modificacion de sus
habitats naturales por actividades humanas, tales
como construccion de urbanismos y agricultura,
se encuentran adaptandose a dichos cambios,
provocando la dispersion de estos insectos y por
ende una posible domiciliacién, aumentando por
consiguiente el riesgo de transmision vectorial de 7.
cruzi en esta localidad.
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Esta nota es de importancia para
la comunidad cientifica ya que: i) Amplia el
conocimiento sobre la fauna de triatominos en el
estado Mérida; ii) Se evidencia la importancia de la
participacion comunitaria en el control y vigilancia
de triatominos; iii) La captura de triatominos dentro
de viviendas demuestra la capacidad de dispersion
e infestacion de domicilios de esta especie; iv) Se
evidencia la necesidad de realizar investigaciones
entomo-epidemioldgicas en la poblacion de Chiguara
y en comunidades aledafias, que permitan determinar
los factores de riesgo asociados a la transmision
vectorial de la enfermedad de Chagas para poder

desarrollar estrategias de control vectorial en estas
comunidades.
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Coleccion de Parasitos Malaricos y otros Haemosporidios en aves “Dr.

Arnoldo Gabaldon”

En el Laboratorio de Biologia de Vectores
y Reservorios (LBVR) del Centro de Estudios de
Enfermedades Endémicas de Salud Ambiental
(CEEESA) del Servicio Auténomo Instituto de Altos
Estudios “Dr. Arnoldo Gabaldon” (IAE), se encuentra
la Coleccion de Parasitos Malaricos y otros
Haemosporidios en Aves “Dr. Arnoldo Gabaldén”.
Esta constituye un aporte a la investigacion cientifica
y a la docencia de postgrado, que permite: 1) el
estudio de la biogeografia y distribucion espacio
temporal de parasitos de las familias Plasmodiidae,
Haemoproteidae, Leucocytozoidae y Garniidae;
2) taxonomia basada en caracteres morfologicos,
morfométricos y genéticos; 3) especiacion de parasitos
hematicos intracelulares; 4) impacto ambiental sobre
la relacion hospedador-parasito; 5) cambios inducidos
e invasiones parasitarias multiples, en eritrocitos de
aves, como fendmeno para incrementar su éxito de
transmision.

Esta coleccion se inicid a partir del material
bioldgico estudiado por Dr. Arnoldo Gabaldon, desde
el afo 1972 hasta 1992, sobre hematologia e histologia
aviaria (Gabaldon, 1975. Bol. Dir. Malariol. San.
Amb. 15: 161-200). Contando con la ayuda de sus
grandes colaboradores Gregorio Ulloa y Alba de
Montocurt, en los afios 1972 y 1973 se examinaron
3998 aves, reportando infecciones por Plasmodium,
Haemoproteus, Trypanosoma y Leucocytozoon.
Se identifican 15 especies de aves, perteneciente a
quinces géneros diferentes infectadas con Plasmodium

(Gabaldon et al., 1974. Bol. Dir. Malariol. San. Amb.
14: 80-103).

En 1975, en el segundo afio de investigacion
se estudian 8565 especimenes de aves, con Plasmodium
en otras ocho especies. En este mismo trabajo y como
anticipando una labor comprehensiva, se elabora una
lista de mosquitos Culicidae y Anophelinae, sefialando
que, para esa fecha, se conocian en Venezuela 54
especies, algunas de las cuales podrian ser transmisores
de malaria aviaria (Gabaldon et al., 1975. Bol. Dir.
Malariol. San. Amb. 15: 73-92).

En la busqueda compulsiva del modelo
malarico, con el apoyo de dos nuevos asistentes
entomologos, Juan Pulido y Ezequiel Sutil, ademas de
Gregorio Ulloa se adelanta, adelanta una encuesta sobre
eventuales transmisores, identificando localidades
de los estados Portuguesa y Apure en unos 28.079
mosquitos entre 72.000 capturados en trampas establos
cebadas con gallos, patos y pavos. Hasta el nivel de
especies se identificaron siete Anopheles spp., dos
Aedes spp., once Culex spp., dos Mansonia spp. y seis
Psorophora spp., muchas de ellas fueron identificadas
tras las crias de cohortes para estudios de larvas y
machos (Gabaldon et al., 1977. Bol. Dir. Malariol.
San. Amb. 17: 3-8).

Posterior al fallecimiento del Dr. Gabaldon,
como homenaje y recuerdo, en 1998, El Fondo Editorial
Interfundaciones y las Fundaciones: Venezolana para la

Laboratorio de Biologia de Vectores y Reservorios (LBVR), Centro de Estudios de Enfermedades Endémicas de Salud Ambiental
(CEEESA), Servicio Autonomo Instituto de Altos Estudios “Dr. Arnoldo Gabaldon” (IAE).
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Salud, Universidad Metropolitana y Eugenio Mendoza,
deciden publicar los estudios realizados sobre el tema,
en el libro titulado: Malaria Aviaria en un Pais de la
Region Neotropical, Venezuela, cuyo texto es basado
primordialmente, en su trabajo de incorporacion a la
Academia de Ciencias Fisicas, Matematicas y Naturales
presentado el 29 de mayo de 1985. EI mismo es un
tributo al gran esfuerzo realizado por el Dr. Gabaldon,
en el otofio de su vida, en el estudio de parasitos aviarios
para establecer un modelo que facilitara la ensefianza
del interesante ciclo vital completo de los parasitos
malaricos, estando dirigido principalmente a rescatar
la profesion del malaridlogo, pues, sostenia que la
observacion directa de este ciclo debe entusiasmar a
muchas mentes jovenes indagadoras.

A partir del 2010, en el Laboratorio de
Biologia de Vectores y Reservorios (LBVR), se inician
actividades para la recuperacion y organizacion de
la coleccion conformada por 221 laminas originales
(Extendidos de sangre de aves capturadas en campo,
con presencial de al menos una forma parasitaria)
y 22.989 réplicas (Extendidos de sangre de aves
utilizadas como modelo animal para el desarrollo
del ciclo bioldgico, con presencial de al menos una
forma parasitaria). Ademas, en el afio 2012, un nuevo
grupo de trabajo, liderizado por el Dr. José Romero

retoma las investigaciones de hemoparasitos en aves
silvestre, contribuyendo con mas de quinientas laminas
originales para la coleccion.

Este patrimonio parasitoldgico constituye
sin duda un valioso apoyo para contribuir a la
formacion de talento humano a nivel de pre y post
grado; intercambios cientificos y apoyo diagndstico
a unidades operativas con competencias en salud y
biodiversidad ¢ impacto del cambio climatico. Podra
consultarse de manera presencial en la sede del LBRV
y virtual a través de pagina web dindmica: http://
www.iaesp.edu.ve/index.php/coleccion-parasitos,
convirtiéndose en referencia nacional e internacional.

La Junta Administradora esta conformada por:
Dra. Tulia Hernandez Mufioz

Directora (E) Ejecutiva IAE,

Dra. Maria Naranjo

Directora (E) de Investigacion IAE

Dra. Darjaniva Molina de Fernandez
Coordinadora CEEESA / IAE

M.V. MSc. José Romero Palmera (Responsable),
Jefe LBVR / CEEESA / IAE

Dr. Jorge Moreno (Asesor Cientifico),
Coordinador del Centro de Investigaciones de Campo
“Dr. Francesco Vitanza” / IAE

262

Bol. Mal. Salud Amb.



BOLETIN

DE MALARIOLOGIA

Y SALUD AMBIENTAL

Agosto-Diciembre 2014, Vol. LIV (2): 263-266

Revista de revistas

Q CARBAJAL-DE-LA-FUENTE A. L. &
YADON Z. E. (2013). A Scientometric Evaluation
of the Chagas Disease Implementation Research
Programme of the PAHO and TDR (Una evaluacion
cienciométrica de la implementacion del Programa
de Investigacion de la Enfermedad de Chagas de la
OPS y TDR). PLoS Negl Trop Dis. T(11): €2445. doi:
10.1371/journal.pntd.0002445.

Leishmaniasis ~ Transmitters ~ Laboratory, ~Oswaldo  Cruz
Institute, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil, Laboratory of Eco-
Epidemiology, Department of Ecology, Genetics and Evolution,
(IEGEBA-CONICET) University of Buenos Aires, Buenos Aires,
Argentina.

El Programa Especial de Investigaciones y
Entrenamiento sobre Enfermedades Tropicales (TDR)
es un programa mundial de colaboracion cientifica
independiente, copatrocinado por el Fondo de las
Naciones Unidas, el Programa de Naciones Unidas
parael Desarrollo, el Banco Mundial y la Organizacion
Mundial de la Salud. La estrategia del TDR se basa
en la gestion de la investigacion de las enfermedades
infecciosas de la pobreza, el empoderamiento
de los paises endémicos, la investigacion sobre
necesidades prioritarias desatendidas, y la promocion
de la colaboracion cientifica en apoyo a los esfuerzos
mundiales para combatir las principales enfermedades
tropicales. En 2001, en vista de los logros obtenidos
en la reduccion de la transmision de la enfermedad
de Chagas a través de la Iniciativa del Cono Sur y
de la mejora en las actividades de control de Chagas
en algunos paises de las Iniciativas de los paises
Andinos y de América Central, el TDR transfirio el
Programa de Implementacion de la Investigacion
de la Enfermedad de Chagas (CIRP) a la Unidad
de Enfermedades transmisibles de la Organizacion
Panamericana de la Salud (CD / OPS). Este trabajo
presenta una evaluacion cienciométrica de los 73
proyectos de 18 paises de América Latina y Europa
que fueron otorgados por CIRP / OPS / TDR entre
1997 y 2007. Se analizaron todos los informes
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finales de los proyectos financiados y publicaciones
cientificas, informes técnicos, y actividades de
capacitacion de recursos humanos derivadas de los
mismos. Se presentan y discuten los resultados sobre
el nimero de proyectos financiados, los paises y las
instituciones involucradas, el analisis de género, el
numero de articulos publicados en revistas cientificas
indexadas, principales temas financiados, patentes
inscritas y las especies de triatominos estudiados.
Los resultados indican que la iniciativa CIRP / OPS
/ TDR ha contribuido de manera significativa, en el
periodo 1997-2007 al conocimiento de la enfermedad
de Chagas, asi como a la capacidad individual y al
reforzamiento institucional.

U RUBIO-PALIS Y., BEVILACQUA M., MEDINA
D. A., MORENO J. E., CARDENAS L., SANCHEZ V.,
ESTRADA Y., ANAYA W. & MARTINEZ A. (2013).
Malaria entomological risk factors in relation to land
cover in the Lower Caura River Basin, Venezuela.
(Factores entomoldgicos de riesgo a malaria en relacion

a la cobertura vegetal en la Cuenca baja del rio Caura,
Venezuela). Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 108: 220-228.

Direccion de Salud Ambiental, Ministerio del Poder Popular
para la Salud. Centro de Investigaciones Biomédicas, Facultad
de Ciencias de la Salud, Universidad de Carabobo, Maracay,
Venezuela.

A fin de explorar los efectos de la deforestacion y las
diferencias resultantes en la cobertura vegetal sobre
parametros entomoldgicos tales como composicion
de especies de anofelinos, abundancia, tasa de ataque,
paridad y tasa entomoldgica de inoculacion (TEI), se
seleccionaron tres comunidades en la cuenca baja del
rio Caura, estado Bolivar, Venezuela. Se realizaron
capturas de mosquitos toda la noche entre Marzo
2008 y Enero 2009 utilizando trampas de luz CDC y
Mosquito Magnet® Liberty Plus. Se realizaron capturas
de mosquitos con atrayente humano entre 06:00 y
10:00 pm, cuando los anofelinos son mas activos. Se
identificaron cuatro tipos de vegetacion. No se encontrd
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correlacion entre el Indice Parasitario Anual y el tipo de
vegetacion. La comunidad con menor cobertura boscosa
presentd la mayor abundancia de anofelinos, tasa de
ataque y diversidad de especies. Anopheles darlingi
y Anopheles nuneztovari fueron las especies mas
abundantes y se capturaron en las tres comunidades.
Ambas especies mostraron patrones de actividad horaria
inéditas. La comunidad con mayor cobertura boscosa
de El Palmar reportd la mayor TEI. Los resultados
confirman observaciones previas en cuanto al impacto
de la deforestacion y los cambios resultantes en la
cobertura vegetal sobre la transmision de malaria son
complejos y varian localmente.

a GRIFFING S. M. VILLEGAS L. &
UDHAYAKUMAR V. (2014). Malaria Control
and Elimination, Venezuela, 1800s-1970s (Control
v Eliminacion de la Malaria, Venezuela, 1800-1970).
Emerg Infect Dis. 20(10): 1697-704.

Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia,
USA; ICF International, Calverton, Maryland, USA; Centro
de Investigacion de Campo Dr. Francesco Vitanza, Bolivar,
Venezuela.

Venezuela tuvo el numero mas alto de casos de
malaria humana en Latinoamérica antes del 1936.
Durante 1891-1920, la malaria era endémica en mas
de 600.000 km2 del pais; las tasas de mortalidad por
malaria conllevaron a una disminucion de la poblacion
durante 1891-1920. Ningun patdégeno, incluyendo
el virus de la influenza que caus6 la pandemia del
1918, causd mas muertes que la malaria durante 1905-
1945. Los primeros informes de la erradicacion de la
malaria en Venezuela ayudaron a provocar el interés
mundial en la erradicacion global. Describimos los
primeros enfoques de la epidemiologia de la malaria
en Venezuela y como el pais desarrolld un eficiente
programa de control con un enfoque de erradicacion.
Arnoldo Jabalén era un hacedor de politicas clave
durante este proceso de desarrollo. El dirigio el
control de la malaria en Venezuela a partir de finales
de los 1930 hasta finales de la década de los 1970 y
contribuy¢ a la planificacion del programa de malaria
de la Organizacion Mundial de la Salud. Discutimos
coémo estos esfuerzos ayudaron a reducir la incidencia
de la malaria en Venezuela y como su enfoque se apartd
de directrices de la Organizacion Mundial de la Salud.

a CONVIT J., SCHULER, H., BORGES R.,
OLIVERO V. DOMINGUEZ-VAZQUEZ A.,
FRONTADO H. & GRILLET M. E* (2013).
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Interruption of Onchocerca volvulus transmission in
Northern Venezuela (Interrupcion de la transmision
de Onchocerca volvulus en el Norte de Venezuela).
Parasites & Vectors 6: 289, doi: 10.1186/1756-3305-
6-289.

Instituto de Biomedicina “Jacinto Convit”. Universidad Central
de Venezuela - Ministerio del Poder Popular para la Salud (UCV-
MPPS), Caracas, Venezuela. *Laboratorio de Biologia de Vectores
y Parasitos, Instituto de Zoologia y Ecologia Tropical, Facultad
de Ciencias, Universidad Central de Venezuela, Apartado Postal
47072, Caracas 1041-A, Venezuela. mariaeugenia.grillet@gmail.
com.

Introduccién. La oncocercosis es causada por
la filaria Onchocerca volvulus y transmitida por
especies de moscas negras (simulidos) pertenecientes
al género Simulium. En Latinoamérica, la infeccion
ha sido previamente descrita en 13 focos regionales
distribuidos en 6 paises (Brasil, Colombia, Ecuador,
Guatemala, México y Venezuela) donde mas de
370000 personas se encuentran actualmente en riesgo
de contraer la infeccion. Desde el 2001, el control
de esta enfermedad en Venezuela se ha basado en la
administracion masiva de Mectizan (ivermectina),
bajo un régimen semestral, a toda la poblacion en
riesgo. Este reporte presenta las primeras evidencias
empiricas de la interrupcion de la transmision de O.
volvulus por parte de Simulium metallicum en un total
de 510 comunidades endémicas de los dos focos del
norte de Venezuela, después de haber transcurrido
10-12 afios de tratamiento. Metodologia. Una serie
de estudios entomologicos y epidemiologicos a
profundidad fueron realizados desde 2001-2012 en
comunidades previamente seleccionadas (centinelas
y extra-centinelas) de los focos Nor-central (NC) y
Nor-oriental (NO) de oncocercosis en Venezuela,
a fin de monitorear el impacto del tratamiento
con ivermectina. Resultados. Desde 2007-2009,
los indicadores entomologicos en ambos focos
confirmaron que no habia hembras positivas (cabezas)
a la infeccidon con larvas infectantes (L3) de O.
volvulus de un total de 112637 hembras examinadas
de S. metallicum. Los limites superiores del intervalo
de confianza de la tasa de infectividad en el vector
estuvieron por debajo del nivel umbral de 1% durante
2009 (NC) y 2012 (NO). Adicionalmente, después de
14 (NC) y 22 (NO) rondas de tratamiento, el potencial
estacional de transmision de S. metallicum estuvo por
debajo de su umbral critico de 20 L3 por persona
por estacion. Analisis serologicos en nifios menores
de 15 afios demostraron que no habia anticuerpos
para este parasito (Ov-16) de un total de 6590

Bol. Mal. Salud Amb.



individuos examinados. Finalmente, los estudios
epidemiologicos hechos durante 2010 (NC) y 2012
(NO) mostraron evidencias de la ausencia de infeccion
del parasito en piel y/o oftalmologica. Conclusiones.
Estos resultados cumplen con los criterios de la OMS
acerca de la ausencia de transmision del parasito y
ausencia de morbilidad ocular y de piel por parte de
esta infeccion en esta area endémica que representa
el 91% de la poblacion previamente expuesta en el
pais. En consecuencia, los dos focos de oncocercosis
del norte de Venezuela estan actualmente bajo fase de
vigilancia post-tratamiento

Q VELASCO-SALAS Z. 1., SIERRAG.M.,
GUZMAN D. M., ZAMBRANO J., VIVAS D,
COMACH G., WILSCHUT J. C., TAMI A.* (2014).
Dengue seroprevalence and risk factors for past
and recent viral transmission in Venezuela:
A comprehensive community-based study.
(Seroprevalencia del dengue y factores de riesgo
para la transmision viral en el pasado y reciente
en Venezuela: Un estudio integral basado en la
comunidad). Am J Trop Med Hyg. 91(5): 1039-48.
doi: 10.4269/ajtmh.14-0127. Epub 2014 Sep 15.

Department of Medical Microbiology, University of Groningen,
University Medical Center Groningen, Groningen, The
Netherlands; Departamento de Biologia, Facultad Experimental
de Ciencia y Tecnologia, Universidad de Carabobo, Valencia,
Venezuela, Laboratorio Regional de Diagnostico e Investigacion del
Dengue y otras Enfermedades Virales, Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad de Carabobo, Maracay, Venezuela;
Laboratorio de Inmunoserologia Viral, Departamento de Virologia,
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel,” Ministerio del
Poder Popular para la Salud, Caracas, Venezuela; Unidad de
Proyectos de Aragua, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad
de Carabobo, Maracay, Venezuela; Departamento de Parasitologia,
Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad de Carabobo,
Valencia, Venezuela * a.tami@umcg.nl.

La transmisiéon del dengue en Venezuela se ha
tornado perenne y uno de los principales problemas
de salud publica en el pais. El aumento en Ia
frecuencia y magnitud de las epidemias recientes,
conllevd a un estudio basado en la comunidad de
corte transversal que incluyo a 2.014 individuos
pertenecientes a barrios con alta incidencia de dengue
en Maracay, Venezuela. Los resultados indicaron
una alta seroprevalencia del dengue (77,4%) con
un 10% de personas infectadas recientemente. El
analisis de regresion logistica multivariada mostrd
que factores socioeconoémicos relacionados a la
pobreza (lugar de la vivienda y tiempo viviendo en
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ella, hacinamiento, tamafio de la vivienda y vivir en
un rancho) y factores/limitantes relacionados con
potenciales criaderos intradomiciliarios de mosquitos
(almacenamiento de agua y neumaticos usados) se
asociaron con un aumento en el riesgo de adquirir
una infeccion por dengue. Nuestros resultados
sugirieren que la transmision ocurre principalmente
en los hogares. La combinacion de un aumento en
el hacinamiento, densidad poblacional, viviendas en
condiciones precarias y el almacenamiento de agua
en recipientes debido a los continuos problemas de
los servicios publicos en Maracay, son los factores
que probablemente determinen la permanente
transmision del dengue y el fracaso de los programas
de control del vector.

U HOFSTEDE S. N.!, TAMI A2, VAN LIERE G.
A.!, BALLEN D.* & INCANI R. N.2,(2014). Long-
term effect of mass chemotherapy, transmission
and risk factors for Schistosoma mansoni infection
in very low endemic communities of Venezuela.
(Efectos a larga data de la quimioterapia en masa,
transmision y factores de riesgo para la infeccion
por Schistosoma mansoni en comunidades de baja
endemicidad en Venezuela). Acta Trop. 140C: 68-76.
doi: 10.1016/j.actatropica.2014.08.003

"Faculty of Earth, Life Sciences, VU University of Amsterdam,
Amsterdam, The Netherlands, 2Department of Parasitology,
Faculty of Health Sciences, Universidad de Carabobo, Valencia,
Venezuela;, Department of Medical Microbiology, University of
Groningen, University Medical Center Groningen, Groningen, The
Netherlands, 3Unidad de Trematodiasis, Center for Microbiology
and Cellular Biology, Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas, Altos de Pipe, Miranda State, Venezuela: *Department
of Parasitology, Faculty of Health Sciences, Universidad de
Carabobo, Valencia, Venezuela. rincani@uc.edu.ve

La prevalencia de la infeccion por Schistosoma
mansoni en Venezuela ha cambiado de alta a
baja debido fundamentalmente a las actividades
de control exitosas aplicadas en el pasado que
incluyeron quimioterapia en masa y aplicaciones
de molusquicidas. Este estudio examina el impacto
de la quimioterapia en masa sobre la transmision
de S. mansoni y los factores de riesgo para la
infeccion, 12 afos luego de la aplicacion en masa
de Praziquantel en Venezuela. Dos comunidades
rurales relativamente aisladas del estado Carabobo
fueron estudiadas, una con (Manuare) y otra sin (Los
Naranjos) control de caracoles vectores. Se realizo un
estudio de corte transversal de casas seleccionadas
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al azar incluyendo 226 (Manuare) y 192 (Los
Naranjos) habitantes participantes. La prevalencia
de S. mansoni se determind usando una combinacion
de métodos coprologico (Kato-Katz) y serologicos
(Prueba de Precipitacion Circumoval, Inmunoensayo
de la Fosfatasa Alcalina y Western blot). Data sobre
factores de riesgo epidemiologicos y socioecondmicos
fueron obtenidos a través de encuestas estructuradas
individuales. Analisis univariado y modelos de
regresion  logistica multivariados identificaron
factores de riesgo independientes para la infeccion.
Los cursos de agua de las zonas fueron examinados
por la presencia de caracoles vectores Biomphalaria
glabrata. Solo un participante resultd positivo a la
coprologia. Las prevalencias globales de acuerdo
con los resultados de los tests combinados fueron:

32.7% en Manuare y 26.6% en Los Naranjos. En
nifios menores de 12 afios, es decir, aquéllos nacidos
luego de la quimioterapia en masa, se encontrd una
prevalencia mas baja (12.7% 3n Manuare y 13.2%
en Los Naranjos). Las variables socio demograficas
asociadas con la infeccion en ambas comunidades
fueron: mayor edad (>25 afios), contacto con aguas
en sitios especificos y el ser un campesino/trabajador
no especializado. Se concluye que el tratamiento en
masa aplicado 1 vez a comunidades endémicas indujo
una reduccion importante y de larga duracion de la
infeccion por S. mansoni, independientemente de la
aplicacion de medidas de control de caracoles. Sin
embargo, persiste ain una baja transmision de S.
mansoni en las areas tratadas, la cual se asocidé con
factores de riesgo similares en ambas comunidades.
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escala correspondiente. En relacion a Mapas y Planos, cada uno
en una hoja aparte con su leyenda correspondiente en un formato
de 11,3 x 18,4 cms. como maximo.

La extension de los articulos no debe ser mayor de 20 paginas
en papel tamafio carta (28 x 21,5 cm), escritas a doble espacio.

Envio de los articulos

Los trabajos deben ser enviados a los editores del Boletin
preferiblemente por via electronica (bolmal2012@gmail.com) o
por correo aereo o terrestre en sobre contentivo de la carta dirigida
a los Editores y el articulo en un CD en lenguajes compatibles
con Microsoft® Windows®, con original y una (1) copia.

Igualmente, para el envio de toda correspondencia relacionah
o solicitando constancias, referencias, sugerencias, observaciones
y otros deberan dirigirse a la atencion al Editor, por correo especial
a la direccion:

Boletin de Malariologia y Salud Ambiental,

Av. Bermudez Sur, Maracay, Edo. Aragua -Venezuela.
Teléfonos: (58-0243) 2325633 / 2320833 / 2322645.
Fax: (58-0243) 2325633

E-mail: bolmal2012@gmail.com

Sobre el arbitraje y la aceptacién de los articulos

Los trabajos sometidos para publicacion en el Boletin de
Malariologia y Salud Ambiental seran sometido a un proceso
de revision y arbitraje. El plazo para la respuesta a los autores
dependera de la complejidad del tema y de la disponibilidad de
los especialistas en el area.

En una primera revision el Comité Editorial seleccionara
los articulos con base en los criterios generales y objetivos de la
revista. Seguidamente el articulo es enviado a dos (2) expecialistas
en el area especifica. Los Editores y el Comité Editorial estaran
atentos a los posibles conflictos de interés que puedan inhabilitar
los arbitros para evaluar un determinado manuscrito.

Estos examinaran la calidad cientifica del manuscrito
independientemente y emitiran su opinion razonada, recomendando
o no la aceptacion del articulo para la publicacion. El trabajo con las
observaciones y sugerencias de los arbitros sera devuelto al Autor
de correspondencia quien debera enviar la nueva version con una
explicacion detallada sobre los cambios efectuados, acatando las
recomendaciones o, de no aceptarlas, argumentando las razones
del porqué no las aceptan.

Es competencia del Comité Editorial la decision final acerca
de la publicacion del articulo, una vez que haya verificado el
cumplimiento de las condiciones sefialadas y analizado la respuesta
de los autores.

Toda decisién se comunicara por escrito al Autor de
correspondencia con la mayor rapidez posible.

Después del arbitraje, los manuscritos se someteran a un
procesamiento editorial que puede incluir, en caso necesario, su
condensacion y la supresion o adicion de cuadros, ilustraciones
y anexos. La version editada (prueba de imprenta) se remitird al
Autor principal para su revision y aprobacion y para que conteste
cualquier pregunta adicional del editor.

El Boletin de Malariologia y Salud Ambiental se reserva
todos los derechos legales de los manuscritos aprobados para su
publicacion, asi como el derecho de hacer los ajustes y cambios
que aseguren la calidad de la publicacion. Sin embargo, no se hace
responsable de los conceptos u opiniones expresados en el trabajo.
Los originales no se devolveran en ningun caso.

Los Editores, el Comité Editorial y los arbitros se declaran
formalmente no autorizados para utilizar con fines privados
o particulares, la informacion obtenida a través de la revision
de los manuscritos. Asi mismo, se respetara el derecho a la
confidencialidad de los revisores y editores.

Una vez publicado el trabajo, el autor de correspondencia
recibira via e-mail la version PDF.
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INSTRUGCOES AOS AUTORES

Apresentaciio e redaciio
As contribui¢des devem ser inéditas, escritas em espanhol,
inglés ou portugués.

Cada trabalho deve ser acompanhado de duas declaragdes
assinadas pelo autor indicado para correspondéncia, nas quais
seja especificado que o trabalho néo foi publicado previamente,
€ que 0 mesmo nao sera apresentado em outra revista antes que
seja conhecida a decisdo do Boletim e ainda que o manuscrito foi
lido e aprovado por todos os autores.

Deve ser utilizada fonte estilo Times New Roman ou Arial
tamanho 12. Todas as margens devem medir 2,4 cm.

A primeira pagina deve incluir (1) o titulo do trabalho, breve
e especifico, com o maximo de 15 palavras, (2) 0 nome completo
de todos os autores, (3) nome da(s) institui¢ao(des) de origem,
cidade, estado, pais e (4) endereco para correspondéncia e e-mail
do autor principal.

Todos os artigos devem conter titulo e resumo em espanhol e
inglés. E necessario também um titulo resumido para inclusio no
cabecalho das paginas pares. Os resumos ndo devem ultrapassar
15-20 linhas, devendo conter os aspectos mais relevantes e as
principais conclusdes do trabalho. Ndo devem ser incluidos no
resumo abreviaturas, referéncias ou notas de rodapé. Ao final
devem ser incluidas 3 a 5 palavras-chave em espanhol e inglés.
Usar obrigatoriamente termos do “Medical Subject Headings, do
Index Medicus” (podem ser consultados na pagina eletrénica:
www.decs.bvs.br para termos em portugués, espanhol e inglés ou
apagina eletronica: www.nlm.nih.gov/mesh para termos somente
em inglés).

O texto dos artigos originais deverdo seguir a seguinte ordem:
resumo em portugués, introdugdo, materiais e métodos, resultados,
discussdo, agradecimentos, titulo e resumo em inglés, referéncias
e anexos (tabelas e figuras) em folhas a parte.

Nas investigagdes com seres humanos, animais ¢ ambiente,
devem ser considerados os acordos internacionais sobre os
aspectos éticos, sendo expressamente citada a revisdo e aprovagao
por um comité de ética devidamente identificado.

Os artigos devem incluir nos agradecimentos os apoios
recebidos de institui¢des publicas ou privadas para a realizag@o
do estudo, assim como as relagdes pessoais ou institucionais que
tenham contribuido para a obteng@o ou analise dos resultados.

Para as referéncias bibliograficas citadas no texto deve ser
utilizado apenas o nome do autor e o ano da publicacdo entre
parénteses. Exemplo: (Scorza, 1988).

No caso de dois autores, ambos serdo citados.
Exemplo: (Scorza & Rojas, 1990).

Quando sdo mais de dois autores, sera citado o nome do
primeiro autor, seguido por et al.,e o ano correspondente a
publicagdo. Exemplo: (Scorza et al., 1988).

No caso em que os autores sdo sujeito da oragdo, apenas
0 ano vird entre parénteses. Exemplo: Scorza et al. (1999)

Qmonstraram. .

Referéncias

1. Revisdo, Artigos Originales y Relatorios Epidemiologicos:
Deve ser feitas em ordem alfabética e de acordo as seguintes

normas:

- Revistas ou publicag¢des periddicas: sobrenome do (s) autor

(es), iniciais do (s) nome (s), (ano), titulo do artigo, abreviatura

da revista (em italico), volume da revista (em negrito) e nimero

das paginas.

Exemplo:

Scorza J. V. & Rojas E. (1990). La leishmaniasis tegumentaria
venezolana: problematica contemporanea en el estado Trujillo.
Soluciones. Bol. Dir. Malariol. San. Amb. 30: 1-6.

Quando se trata de 6 ou mais autores, especifica-se os sobrenomes

e iniciais dos 6 primeiros e se utiliza a expressao et al.

Se o trabalho citado ¢ proveniente de suplemento deve-se

especificar.

Exemplo:

Bonfante G. R., Urdaneta I., Alvarado J., Anzola N. H., Torrealba
J., Saldivia M. E. et al. (1995). Phlebotomine sand flies in five
endemic leishmaniasis foci in Lara state, Venezuela. Bol. Dir.
Malariol. San. Amb. 35 (Supl. 1): 53-62.

- Livros: sobrenome do (s) autor (es), iniciais do (s) nome (s), (ano),

titulo do livro, niimero da edicéo, editora, lugar da publicagéo

(cidade, pais).

Exemplo:

Mosqueda C. G. (1974). Hipotesis estadistica con aplicaciones.
2% edicion. Ed. Sobre Vision CA. Caracas, Venezuela.

- Capitulo de livro: sobrenome do (s) autor (es), iniciais do (s)

nome (s), (ano), titulo do capitulo. Paginas. Em: titulo do livro

(em italico), sobrenome do (s) autor (es), iniciais do (s) nome (s),

numero da edigdo, editora, lugar da publicagdo (cidade, pais).

Exemplo:

Bertelli A., Donati L. & March J. (1968). Proteases inflammatory
reaction. pp. 66-75. En: Inflammation Biochemistry and Drug
Interaction. Eds. Bertelli A. & Houck J. C. 2* ed. Excerta
Med. London, U.K.

- Tese de grado ndo publicada: sobrenome do autor, iniciais do (s)
nome (s), (ano). titulo (em italico). tese de mestre ou doutorado,
universidade. cidade, pais.

Exemplo:

Solis T. A. (2000). Diagnostico de la resistencia a insecticidas
en cepas de Ae. aegypti (Diptera: Culicidae) de diferentes
regiones de Republica Dominicana. Trabajo de grado de
Maestria, Universidad Central de Venezuela. Maracay,
Venezuela.

- Trabalho apresentado no Congresso: sobrenome do (s) autor
(es), iniciais do (s) nome (s), (ano). titulo (em italico). nome do
congresso. cidade, pais.

Exemplo:

Delgado O., Blanca 1., Silva S., Coraspe V., Perez A. & Marquez
M. E. (1999). Evaluacion de la respuesta inmune celular en
pacientes con Toxocariasis. XIV Congreso Latinoamericano
de Parasitologia. Acapulco, México. j




K Documento “‘on-line”: sobrenome do (s) autor (es), iniciais
do (s) nome (s), (ano). titulo (em italico). documento on-line:
http://www.exemplo.com (consultado: ano, més, dia).
Exemplo:

Moreno Landera L. A. & Gutierrez Delgado J. A. (2001).
Remedios y creencias de medicina popular en la Merindad
de Campoo. Documento en linea: http://www.vacarizu.
es/Cuadernos/Cuaderno_26/Remedios_y creencias.htm
(Consultado: 2008, Diciembre 22).

2. Notas Cientificas:

As referéncias devem ser incluidas no texto quando um ou
dois autores, citando: sobrenome do (s) autor (es), iniciais do (s)
nome (s), (ano). revista (em italico). volume (negrito) e nimero
de paginas). Quando mais de dois autores: (primeiro sobrenome
do autor, inicial do nome (5s) ef al. (em italico) (ano). revista (em
italico). volume (negrito) e niimero de paginas).

Ejemplo: (Barrera et al., 1979. Acta Cient. Venez. 30: 418-424).

Citagdes de dados ndo publicados ou de comunicagdes
pessoais ndo devem ser incluidas na lista de referéncias, devem
ser incluidas e especificadas no texto (em italico). Em relagdo a
trabalhos ndo publicados no prelo esses s podem ser colocados
na lista de referéncias se forem artigos ja aceitos, citando a
revista.

Os autores devem seguir ao conteudo dos Codigos
de Nomenclatura Internacional e ao Sistema de Medidas
Internacionais (SI). Esse ultimo se baseia no sistema métrico
decimal, segundo o qual os simbolos das unidades ndo assumem
a terminacdo no plural (5 km e ndo 5 kms) nem so seguidos por
pontos (10 mL e ndo 10 mL.)

Tabelas e Figuras

As tabelas e figuras devem estar referidas oportunamente
no texto ¢ serem devidamente identificadas com nimero, € em
ordem, titulos, fontes (se necessario) e legendas.

As figuras devem ser apresentadas utilizando simbolos claros
que permitam identificar pontos que necessitam ser destacados ou
reduzidos. Devem ser identificadas com niimero ¢ apresentadas
em folhas a parte com as legendas correspondentes.

As fotografias ou imagens devem ser escaneadas ou
digitalizadas em uma resolug@o igual ou superior a 300dpi e salvas
no formato JPG; caso ndo seja possivel cumprir esses requisitos
pede-se enviar o original da fotografia ou imagem protegida ou
envelope. Nos casos especiais sera considerada a possibilidade
da publicag@o das figuras, fotografias ou imagens em cores.

No caso de microfotografias e disenho, usar o mesmo
procedimento recomendado para fotografias e imagens e indicar a
ampliagdo ou escala correspondente. Em relagdo a mapas e planos,
cada um deve ser colocado em uma folha a parte com a legenda
correspondente com o formato maximo 11,3 x 18,4 cm.

A extensdo dos artigos ndo deve ultrapassar 20 paginas em
papel tamanho carta (28 x 21,5 cm), com espago duplo.

Envio dos artigos

Os trabalhos devem ser enviados aos editores do Boletim
preferencialmente por via eletronica (bolmal2012@gmail.com)
ou por correio, acompanhado de carta dirigida aos editores e o
artigo impresso (original e copia) além do arquivo em CD (em
nguagem compativel com Microsoft®, Windows®).

Do mesmo modo, o envio de toda correspondéncia relaciona(m
ou solicitagdo de declaragdes, referéncias, sugestdes, observagdes
e outros devem ser direcionadas aos cuidados do editor, por
correio ao endereco:

Boletin de Malariologia y Salud Ambiental,

Av. Bermudez Sur N° 93, Maracay, Edo. Aragua -Venezuela.
Teléfonos: (58-0243) 2325633 / 2320833 / 2322645.

Fax: (58-0243) 2325633

E-mail: bolmal2012@gmail.com

Sobre o julgamento e aceitagdo dos artigos

Os trabalhos submetidos para publicagdo no Boletim de
Malariologia e Saide Ambiental serdo submetidos a um processo
de revisdo julgamento. O prazo para resposta aos autores
dependera da complexidade do tema e da disponibiidade dos
especialistas na area.

Em uma primeira revisdo o Comité Editorial selecionara os
artigos com base nos critérios gerais e objetivos da revista. E
seguida o artigo é remetido a dois especialistas na area especifica.
Os editores e o Comité Editorial estriio atentos aos possiveis
conflitos de interesses que possam comprometer os pareceristas
para a avaliagdo de determinado manuscrito.

Os pareceristas examinardo a qualidade cientifica do
manuscrito independentemente e emitirfo sua opinido justificada,
recomendando ou ndo a aceitagdo do artigo para a publica¢do. O
trabalho com as observagdes e sugestdes dos pareceristas serdo
devolvidos ao autor indicado para correspondéncia, que devera
enviar a nova versdo com o relato detalhado das alteragdes
efetuadas, das recomendagdes acatadas e das recomendagdes ndo
aceitas com respectiva argumentagao.

Ao Comité Editorial compete a decisdo final acerca da
publicagdo do artigo, uma vez que atendidas todas as condigdes
indicadas e analisadas a resposta dos autores.

Toda decisdo serd comunicada por escrito ao autor da
correspondéncia no menor prazo possivel.

Apos o julgamento, os manuscritos serdo submetidos ao
processo editorial que pode incluir, se necessario, a condensagio
e a supressao ou adi¢ao de quadros, ilustragdes e anexos. A versao
editada (prova de impressdo) sera remetida ao autor principal para
sua revisdo e aprovagdo, sendo necessaria resposta a qualquer
indagacdo adicional do editor.

Ao Boletim de Malariologia e Saide Ambiental se reservam
todos os direitos legais dos manuscritos aprovados para sua
publicagdo, assim como o direito de fazer ajustes e modificagdes
que assegurem a qualidade da publicacdo. Entretanto, ndo se
responsabiliza por conceitos ou opinides expressos no trabalho.
Os originais ndo serdo devolvidos em hidtese alguma.

Os editores, o Comité Editorial e os pareceristas se
declaram formalmente ndo autorizados a utilizar com fins
privados ou particulares, a informagao obtida através da revisdo
dos manuscritos. Além disso, serdo respeitados os direitos a
confidencialidade dos revisores e editores.

Uma vez publicado o trabalho o autor da correspondéncia
recebera via e-mail a versdo em PDF.




Style and format
Contributions should be unpublished and written in Spanish,
English or Portuguese.

Each work should be accompanied by a signed declaration by
the corresponding author in which he specifies that the work has
not been previously published and that it has not been presented
to another publication prior to a decision about publishing in the
Bulletin of Malariology and Environmental Health and that the
manuscript has been read and approved by all the authors. Font
should be Times New Roman or Arial, 12 points. All margins
should be 2.4 cm (0.9 inch).

The first page should include the title of the work, brief and
specific, with a maximum of 15 words, the complete names of
all the authors, the name of the institution for each author and
the postal address. The corresponding author and his electronic
address should be indicated.

All articles will have a title and abstract in Spanish and English.
A short title is necessary for the running title in the headers of the
even pages. The abstracts, with a maximum length of 15—20 lines,
summarize the most relevant aspects and the principal conclusions
of the work. Abbreviations or footnotes should not be used in the
abstract. At the end of the abstract, there should be a list of 3to 5
key words, in Spanish and English, which reflect the content of the
document. Use only key words that are accepted by international
data bases, which can be consulted at the following site:

Key words (Spanish): http://decs.bvs.br/E/homepage.htm
Key words (English): http://www.nlm.nih.gov/mesh/

The text of articles should be in the following order: Abstract in
Spanish, Introduction, Materials and methods, Results, Discussion,
Conclusions, Acknowledgement, Title and Summary in English,
References and Annexes (Tables and Figures on separate

pages).

In investigations of humans, animals and the environment,
consideration should be given to international accords on ethical
aspects, which should be expressly cited the work with review
and approval by a properly identified Bioethics Committee.

Articles will include in the Acknowledgement the support
received from public or private institutions for completion of the
study as well as the people or institutions which have contributed
in the obtaining and analysis of the results.

For bibliographic references cited in the text, place the name
of the author and the year of publication in parentheses: (Scorza,
1988)

Two-author citations are cited as follows:
(Scorza & Rojas, 1990)

When there are more than two authors, cite the name of the
first author, followed by ef al. and the year of publication of the
cited reference; e.g. (Scorza et al., 1988)
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In the event the authors may be the subject of a sentence,
only the year is placed in parentheses; e.g. Scorza et al. (1999)
demonstrated that....

References

1. Reviews, Original Articles and Epidemiological Reports:
Bibliographical references will be listed in alphabetical order

in the following manner:

- Journal or periodical publication: name(s) of author(s), initial of

the first name(s), (year). title of the article, abbreviated name of the

journal in italics, volume in bold type, and the page numbering.

Example:

Scorza J. V. & Rojas E. (1990). La leishmaniasis tegumentaria
venezolana: problematica contemporanea en el estado Trujillo.
Soluciones. Bol. Dir. Malariol. San. Amb. 30: 1-6.

‘When there are 6 or more authors, list the names and initials of
the first 6 and add ez al. If the work is published in a supplement, this
is to be cited.

Example:

Bonfante G. R., Urdaneta 1., Alvarado J., Anzola N. H., Torrealba
J., Saldivia M. E. et al. (1995). Phlebotomine sand flies in five
endemic leishmaniasis foci in Lara state, Venezuela. Bol. Dir.
Malariol. San. Amb. 35 (Supl. 1): 53-62.

- Book: List the name(s) of the author(s), initials of first name(s),

(year). title of the book, edition, publishing house and place of

publication (city and country). Example:

Mosqueda C. G. (1974). Hipotesis estadistica con aplicaciones.
2% edicion. Ed. Sobre Vision CA. Caracas, Venezuela.

- Chapter in a book: list the name(s) of author(s), initial(s) of
first name(s), (year). title of the chapter, and page(s). Give book
title (in italics), name(s) and initial(s) of the editor(s) of the book,
the edition, the publishing house, and place of publication (city
and country).

Example:

Bertelli A., Donati L. & March J. (1968). Proteases inflammatory
reaction. pp. 66-75. En: Inflammation Biochemistry and Drug
Interaction. Eds. Bertelli A. & Houck J. C. 2* ed. Excerta
Med. London, U.K.

- Unpublished degree thesis: name of author, initial(s) of first
name(s), (year). title (in italic). degree thesis. university. city,
country.

Example:

Solis T. A.(2000). Diagnéstico de la resistencia a insecticidas
en cepas de Ae. aegypti (Diptera: Culicidae) de diferentes
regiones de Republica Dominicana. Trabajo de grado de
Maestria, Universidad Central de Venezuela. Maracay,
Venezuela.

- Paper presented at Congress. List the name(s) of the author(s),
initials of first name(s), (year). title (in italic). congress name.
city, country.

Example:

Delgado O., Blanca 1., Silva S., Coraspe V., Perez A. & Marquez
M. E. (1999). Evaluacion de la respuesta inmune celular en
pacientes con Toxocariasis. XIV Congreso Latinoamericano
de Parasitologia. Acapulco, México




K— Document “on line”: List the name(s) of the author(s), initials
of first name(s), (year). title (in italics). document on line: http://
www.example.com (downloaded: year, month, day).
Example:

Moreno Landera L. A. & Gutierrez Delgado J. A. (2001).
Remedios y creencias de medicina popular en la Merindad
de Campoo. Documento en linea: http://www.vacarizu.
es/Cuadernos/Cuaderno_26/Remedios_y creencias.htm
(Consultado: 2008, Diciembre 22).

2. Scientific Notes:

References should be included in the text, citing for one
or two authors: (name(s) of the author(s), initial of the name
(s), (year). journal (in italics). volume (bold) and number of
pages). If more than two authors: name of the first author, initials
of first name(s) et al. (in italics) (year). title (in italics). journal
(in italics). volume (bold) and number of the pages).

Example: (Barrera et al., 1979. Acta Cient. Venez. 30: 418-424).

Citations such as “no date of publication” and “personal
communication” should not be included in the list of references
and should be shown in the text in italics. Regarding works in
press, only articles already accepted and cited in the article may
be placed in the list of references.

Authors should arrange the content to conform to the Code
of International Nomenclature and International System of
Measurement (SI). This is based on the metric system in which
units do not have plural endings (5 km not 5 kms) nor are they
followed by periods (10 mL not 10 mL.).

Tables and Figures

Tables and figures should be referred to appropriately in the
text and will be properly identified in correlative order: titles,
sources (when necessary) and legends.

Presented figures will use clear symbols that need to be
highlighted or reduced. They will be identified with their
number, corresponding legends will be put on separate

pages.

Photographs or pictures should be digitized or scanned with
aresolution of no less than 300 dpi and saved in JPG format; if
these requirements cannot be met, the photographs or pictures
should be sent with appropriate protective cover. In special
cases, the possibility of publishing photographs or pictures in
color will be considered.

Microphotographs and drawings will be treated in the same
manner as photographs and pictures and enlargement or scale
indicated. Maps and plans should be on a separate page with
their corresponding legend with a maximum size of 11.3 x 18.4
cm (4.45 x 7.25 inch).

Papers should be no longer than 20 pages on paper 28 x
21.5 cm (8.5 x 11 inch) as a maximum size.

Article submission
Preferably papers should be sent to the editors of the
Bulletin electronically (bolmal2012@gmail.com) or by air
or terrestrial mail in an envelope with a letter directed to the
editors and with the article on a CD in language compatible
Kwith Microsoft® Windows® with the original and one (1) copy.

Likewise, all related correspondence or documentary proofx
references, suggestions, remarks and other matters should be
directed by mail to the editor at the following address:

Boletin de Malariologia y Salud Ambiental,

Av. Bermudez Sur, Maracay, Ed. Aragua — Venezuela.
Telephone: (58-0243) 2325633 / 2322645.

Fax: (58-0243) 2325633

E-mail: bolmal2012@gmail.com

Review and acceptance of articles

Articles submitted for publication in the Bulletin of
Malariology and Environmental Health will undergo a process
of review and refereeing. The period for responding to authors
will depend on the complexity of the paper and the availability
of specialists in the field.

In the first review the Editorial Committee will select
articles on the basis of the general criteria and objectives of
the Bulletin. Next the article will be sent to two (2) specialists
in the specified area. The editors and the Editorial Committee
will be seek to avoid possible conflicts of interest that could
disqualify referees from evaluating a particular manuscript.

These specialists will evaluate the scientific quality of
the manuscript and will submit their reasoned opinions,
recommending, or not recommending, acceptance of the article
for publication. The work with the observations and suggestions
of the referees will be returned to the corresponding author
who will send a new version with a detailed explanation of
the changes made, accepting the recommendations or not and
presenting the reasons for not accepting them.

The Editorial Committee has the final decision concerning
the publication of the article once they have verified compliance
with indicated conditions and have analyzed the response of
the authors.

All decisions will be sent by letter to the corresponding
author as quickly as possible.

After the review, manuscripts will be subject to an editorial
process which may include, in the event it is necessary, its
condensation and the deletion or addition of charts, illustrations
and annexes. The edited version (galley proof) will be sent to
the principal author for his review and approval and his reply
to any additional questions from the editor.

The Bulletin of Malariology and Environmental Health
reserves the legal rights to the manuscripts approved for its
publication as well as the right to make adjustments or changes
which will insure the quality of the publication. However, it is
not responsible for the ideas or opinions expressed in the work.
The originals will not be returned under any circumstances.
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