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Caracterizacion de habitats larvales de anofelinos en el municipio Sifontes del

estado Bolivar, Venezuela

Characterization of anophelines larval habitats in the municipality of Sifontes,

Bolivar State, Venezuela

Jorge E. Moreno'*, Yasmin Rubio-Palis>?, Victor Sinchez? & Angela Martinez*

RESUMEN

El municipio Sifontes, ubicado en el noreste del
estado Bolivar, constituye el principal foco de malaria de
Venezuela. Durante el quinquenio 2010-2014, se registré en
el municipio un aumento considerable de la morbilidad con
una fuerte tendencia al incremento, cerrando 2014 con la
cifra record de 51.603 casos, 58% de la malaria del pais en
el ano. Con el objeto de estudiar la distribucién espacial de
las larvas de anofelinos en los habitats acuaticos y su relacion
con las variables ambientales, se hicieron colectas mensuales
de larvas en habitats representativos de los diferentes tipos
existentes en la zona, entre septiembre 2002 y diciembre
2003. El Analisis de Correspondencia Canénica (CANOCO)
indica que a nivel de habitat (humedal), la presencia de
las especies de Anopheles estd determinada por el tipo
y la dinamica hidrica del habitat, mientras que a nivel de
microhabitat (cucharonazo) las especies se ubican a lo largo
de un gradiente dominado por el tipo de vegetacion, y en
menor grado por la luz solar y el color aparente del agua.
Esto permitié establecer grupos de especies a priori, tales
como las del subgénero Nyssorhynchus, asociadas a la luz
solar y a ciertas plantas acuaticas, o las de los subgéneros
Anopheles y Stethomyia, An. (Lophopodomyia) squamifemur
y Chagasia bonneae asociadas a ambientes sombreados y
carentes de vegetacion. Los resultados ayudan a comprender
mejor la relacion de las especies de anofelinos con el medio
ambiente y resaltan la importancia de variables como la
dinamica hidrica, luz solar, vegetacion y color aparente del
agua para determinar su ocurrencia en el habitat acuatico.

Palabras clave: Anopheles albitarsis s.I., Anopheles darlingi,
Anopheles braziliensis, Anopheles nuneztovari s.I., Anopheles
oswaldoi s.I., Anopheles triannulatus s.I., CANOCO.

SUMMARY

The Municipality of Sifontes, located in the
northeast of Bolivar State, is the main malaria foci in
Venezuela. A considerable increase in malaria morbidity
was recorded in the Municipality during the decade 2010-
2014, with a record figure of 51.603 cases for 2014, 58%
of the malaria for the country. In order to study the spatial
distribution of anopheline inmature stages in the larval
habitats and its relation to environmental variables, monthly
collections were carried out in larval habitats representatives
of the different types present in the area between September
2002 and December 2003. The Canonic Correspondance
Analysis (CANOCO) showed that at the larval habitat
level the Anopheles species is determined by the type and
dynamics of the habitat, while at the microhabitat level (dip)
the species are located along a gradient dominated by the
type of vegetation, and in a lesser degree by the exposure
to sun light and apparent water color. These allowed to
established group of species a priori, such as those of the
subgenus Nyssorhynchus associated to sun light and certain
aquatic plants, or the subgenus Anopheles and Sthetomyia,
An. squamifemur and Chagasia bonneae associated to
shaded environments and lack of vegetation. The results
help to understand the relationship of anopheline species
with the environment and the importance of variables such
s water dynamics, sun light, vegetation and water apparent
color to determine its occurrence in the larval habitat.

Key words: Anopheles albitarsis s.l., Anopheles darlingi,

Anopheles  braziliensis, Anopheles nuneztovari s.l.,
Anopheles oswaldoi s.l., Anopheles triannulatus s.l.,
CANOCO.

! Centro de Investigaciones de Campo “Dr. Francesco Vitanza”, Servicio Autonomo Instituto de Altos Estudios “Dr. Arnoldo Gabaldon”

(MPPS). Tumeremo, estado Bolivar. Venezuela.

2 Centro de Estudio de Enfermedades Endémicas y Salud Ambiental, Servicio Autonomo Instituto de Altos Estudios “Dr. Arnoldo Gabaldon”

(MPPS). Maracay, estado Aragua. Venezuela.

3 Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad de Carabobo, Maracay, estado Aragua. Venezuela.
4 Instituto de Salud Publica del Estado Bolivar, Ciudad Bolivar, estado Bolivar. Venezuela.

* Autor de correspondencia: jorermo@gmail.com
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INTRODUCCION

El municipio Sifontes del estado Bolivar, es
considerado el principal foco endémico de malaria
en Venezuela. Durante el quinquenio 2010-2014, se
originaron en promedio 35.819 casos anuales, con
una fuerte tendencia al incremento, cerrando 2014
con la cifra record de 51.603 casos, 58% de la malaria
del pais en el afio [Ministerio del Poder Popular para
la Salud (MPPS), 2014]. El crecimiento de la malaria
en este municipio en los ultimos afios, pudiera estar
asociado a la mineria artesanal de oro, debido a la
deforestacion y alteracion de la hidrologia superficial
que provoca, propiciando la aparicion de nichos
adecuados para la reproduccion de anofelinos (Grillet
etal., 2014).

En esta zona, se han llevado a cabo algunos
estudios de ecologia de larvas de anofelinos. Uno
de ellos es el de Berti et al. (1998), quienes en un
inventario preliminar reportaron 10 especies de
Anopheles Meigen, entre las cuales destaca An.
(Nyssorhynchus) darlingi Root considerado el vector
principal de malaria en la region. A partir de 1998,
se han venido realizando una seric de trabajos de
investigacion en esta area que han permitido recopilar
datos acerca de la identidad, bionomia y ecologia
de las especies de Anopheles presentes en el area,
tanto de larvas como de adultos (Moreno, 2000;
Moreno et al., 2000; 2007; 2009; 2015). Al respecto,
Moreno et al. (2000) reportaron la presencia en el
area de 12 especies de Anopheles, estando entre las
especies mas abundantes, en orden decreciente, An.
(Nyssorhynchus) triannulatus Neiva y Pinto sensu lato,
An. (Nyssorhynchus) albitarsis Lynch Arribalzaga s.l
(= An. marajoara Galvao y Damasceno) y An. darlingi,
correspondiendo a la primera especie 68% del material
colectado. Luego fue anexada An. (Anopheles) costai
(Fonseca & Ramos) a la lista de especies presentes en
el area y posteriormente An. nuneztovari s.I. (Moreno
& Rubio-Palis, 2003; Moreno et al., 2004). Asimismo,
Moreno et al. (2000) describieron los principales
tipos de habitats acuaticos de anofelinos en la zona,
concluyendo que las lagunas y las charcas producidas
por la actividad minera constituian los principales
habitats para An. albitarsis s.l. y An. darlingi, especies
involucradas en la transmision de malaria (Moreno et
al., 2009).

Sin embargo, atn persisten muchos aspectos
desconocidos sobre la ecologia de las especies de
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anofelinos en el area, debido, entre otras cosas, a las
dificultades para obtener muestras suficientemente
grandes de especies como An. darlingi, lo que ha
limitado las oportunidades de estudio (Charlwood,
1996). Por tal razon, en este trabajo se explora la
asociacion entre la abundancia y la distribucion de las
larvas de anofelinos en el habitat y el microhabitat,
con las caracteristicas ambientales de los habitats
acuaticos, mediante el uso de técnicas de analisis
multivariado, con la finalidad de aprovechar su valor
predictivo de la presencia de las especies; aspecto
que ha sido investigado previamente en Venezuela
por Rejmankova et al. (1999), especialmente en lo
referente a su relacion con la vegetacion acuatica
dominante.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo de habitats acuaticos de anofelinos

En el lapso comprendido entre septiembre
2002 y diciembre 2003 se realizd un muestreo en
trece habitats acuaticos de anofelinos de seis tipos
diferentes, ubicados a lo largo de la transecta formada
por la carretera troncal 10 que cruza el municipio
de norte a sur. Las caracteristicas y tipos de habitats
muestreados, asi como el paisaje, la ecologia y
demografia del municipio han sido previamente
descritos (Moreno et al., 2007; 2010; 2015). En
cada uno de los habitats se hizo un muestreo cada
mes durante 16 meses, tomandose 30 muestras
no aleatorias en seis puntos diferentes del habitat
seleccionado de acuerdo a criterio de experto, con un
cucharén de cono truncado de 1,5 L de capacidad. Se
tomo registro in situ en cada muestreo de las variables
ambientales mas importantes, tales como el grado
de exposicion solar del habitat, dinamica hidrica e
hidroperiodo. De acuerdo a la exposicion solar se
categorizaron los habitats en: totalmente sombreados,
parcialmente sombreados o totalmente soleados;
en cuanto a la dinamica hidrica se clasificaron en
habitats estancados, de corriente lenta y corriente
rapida; y segun el hidroperiodo en: permanentes, si
contenian agua durante todo el afio; estacionales, si
solo conservan agua durante la temporada de lluvias; y
temporales, si solo contienen agua durante pocos dias
(Grillet et al., 2002; Moreno et al., 2015). Asimismo,
el color aparente del agua fue registrado en tres
categorias cualitativas apreciadas visualmente: agua
marrén, con mucho material sélido en suspension;
agua color ambar, rica en materia organica y agua

Bol. Mal. Salud Amb.



cristalina (Moreno et al., 2015). También se midieron
algunas variables fisico-quimicas tales como pH,
conductividad, temperatura y sélidos disueltos totales
(SDT) al momento del muestreo, utilizandose para
el registro de las variables fisico-quimicas un equipo
portatil M-90 Checkmate"™ de Corning Inc. La
presencia de vegetacion acuatica fue cuidadosamente
registrada, haciéndose una estimacion visual del
porcentaje de cobertura del habitat y de los tipos
dominantes, identificandolas a nivel de familia y
género, o especie en algunos casos de plantas muy
comunes (Moreno et al., 2015).

Identificacion de especies de anofelinos

Debido a la presencia en los habitats de
mas de una especie, el contenido de cada cucharon
fue observado individualmente, lo cual permitid
la identificaciéon previa de los especimenes in
vivo, mediante la observacion con lente de 10x en
microscopio compuesto, de caracteres taxonémicos
conspicuos en larvas de IV estadio que caracterizan
a cada una de estas especies, y que permiten
identificarlas con facilidad mediante el uso de claves
taxonomicas (Faran & Linthicum, 1981; Navarro,
1996). De esta forma, basandose en el conocimiento
previo que se tiene sobre la fauna anofelina en los
hébitats incluidos en el estudio, se identificaron las
principales especies del subgénero Nyssorhynchus
Blanchard y de otros subgéneros de Anopheles,
previamente reportadas por Moreno et al. (2000). En
los casos dudosos, la larva viva fue desarrollada hasta
la fase adulta para la confirmacion de la identidad
de la especie mediante la aplicacion de técnicas de
coleccioén asociada, seglin la metodologia descrita por
Belkin ef al. (1965).

Analisis multivariado

Mediante el programa MVSP version
3.13 (Copyright® 1985-2007 Kovach Computing
Services), se realiz6 un Analisis de Correspondencia
Canodnica (CANOCO) (ter Braak & Smilauer, 1998)
con variables seleccionadas previamente para extraer
la maxima variaciéon explicada por las variables
ambientales y determinar la ubicacion ecologica
optima, que favorece la ocurrencia y abundancia de
las especies. El set de variables de especies estuvo
constituido por datos cuantitativos de abundancia
de 11 especies de anofelinos colectadas durante el
estudio, entre las cuales se incluyeron especies no
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identificadas de los subgéneros Anopheles Meigen y
Stethomyia Theobald. El set de variables ambientales
estuvo constituido por 35 variables, de las cuales 17
describen las caracteristicas fisicas del habitat y su
dinamica hidrica e hidroperiodo, cuatro las fisico-
quimica del agua y 13 son variables de vegetacion
hidrofila y detrito. Las caracteristicas fisicas del
habitat y la vegetacion estan constituidas por variables
dicotémicas de presencia y ausencia codificados con
uno y cero respectivamente, mientras que las variables
fisico-quimicas estan constituidas por mediciones
cuantitativas expresadas en las unidades naturales de
cada variable.

Los datos fueron organizados en dos
matrices correspondientes a dos escalas espaciales
diferentes. En primer lugar, una matriz en la cual la
unidad de muestreo fue el habitat positivo (escala
de habitat), conformada por 166 casos, estando las
variables de especie representadas por el promedio
de larvas colectadas en 30 cucharonazos (réplicas),
y las variables ambientales representadas por las
caracteristicas abidticas del habitat, tales como tipo,
dinamica hidrica, hidroperiodo y valores fisico-
quimicos del agua. En segundo lugar, una matriz en la
cual la unidad de muestreo fue el cucharonazo positivo
(escala de microhabitat), conformada por 1.789 casos,
estando las variables de especie representadas por
el numero de larvas de cada especie colectadas por
cucharonazo y las variables ambientales constituidas
por los elementos de vegetacion (familia 6 género) y
exposicion a la luz solar (luz-sombra) registrados in
situ en cada cucharonazo.

RESULTADOS
Abundancia de anofelinos por tipo de habitat

En el lapso comprendido entre
septiembre 2002 y diciembre 2003, se muestrearon
longitudinalmente cada mes; dos lagunas de sabana,
tres herbazales, cuatro lagunas de bosque, dos caflos
0 quebradas, un rio y un pantano, los cuales suman
trece habitats y 178 muestreos de 30 cucharonazos
cada uno, para un total de 5.340 cucharonazos.
Dos lagunas, un herbazal y el rio, se secaron
completamente durante enero y febrero, los meses
de sequia mas intensa. Las muestras estuvieron
constituidas de la siguiente manera: lagunas de
sabana 1.080 cucharonazos, lagunas de bosque 1.410,
cafios 1.290, herbazal 690, rio 480, y pantano 390,
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capturandose 8.073 larvas de anofelinos de todos los
estadios en estos habitats. Los valores de las variables
fisico-quimicas de pH, conductividad, temperatura y
SDT, asi como dinamica hidrica y color aparente del
agua observados en los habitats estan resumidos en la
Tabla I.

En la Tabla II se resume la cantidad de larvas
colectadas por especie de anofelino y tipo de habitat
durante todo el estudio, distribuidas en 10 especies
del género Anopheles y una del género Chagasia
Cruz. De las especies de Anopheles identificadas,
siete pertenecen al subgénero Nyssorhynchus,

siendo la mas abundante An. triannulatus s.l.
(51,9%), seguida de An. albitarsis s.I. (22,1%), An.
braziliensis (Chagas) (7,1%), An. darlingi (4,5%),
An. nuneztovari Gabaldon s.l. (1,6%), An. oswaldoi
s.I. (Peryassu) (1,2%) y An. strodei Root s.1. (0,3%),
en ese orden. Anopheles triannulatus s.l., ademas
de ser la especie mas abundante, también fue la
mas ubicua, estando presente de manera importante
en todos los tipos de habitats (Tabla II). Anopheles
braziliensis, An. albitarsis s.l., An. nuneztovari s.l. y
An. strodei s.l. muestran una clara preferencia por los
habitats de agua estancada, mientras que An. darlingi
fue colectado indistintamente en habitats estancados

Tabla I. Valores promedio de las variables fisico-quimicas y caracteristicas dominantes de dinamica
hidrica y color aparente del agua observadas en los habitats

Tipo de Co

habitat Temp. Cond. pH SDT Dinamica Color
Laguna de 29,3 46,4 5,9 27.1 estancada ambar
bosque

Laguna de 31,3 39,5 6,5 20,2 estancada ambar
sabana

Herbazal 29,5 57,4 5,9 31,4 estancada ambar
Pantano 22,5 11,3 4,3 5,6 estancada ambar
Cafio 26,5 19,9 49 8,1 lenta cristalina
Rio 29,5 81,0 6,0 40,4 lenta ambar

Temp. = temperatura del agua (°C), Cond. = conductividad (uS/cm), SDT = solidos disueltos totales (mg/L).

Tabla Il. Numero total de larvas identificadas por tipo de habitat para cada especie de anofelino

Especie Labgoirc;ise ng‘;r;i:e Herbazal Pantano Cafo Rio Total
An. triannulatus s.I. 1.985 1.311 117 148 59 572 4.192
An. braziliensis 0 227 348 0 0 575
An.albitarsis s.1. 598 749 432 2 1 1.782
An. darlingi 237 0 0 1 23 101 362
An. nuneztovari s.I. 126 0 0 0 2 128
An. strodei 23 0 0 0 0 23
An. oswaldoi s.1. 50 0 0 3 44 0 97
An. squamifemur 0 0 0 0 15 0 15
An. (Anopheles) sp. 0 0 0 9 10 0 19
An. (Stethomyia) sp. 4 0 0 0 36 0 40
Ch. bonneae 2 0 0 0 140 0 142
No identificados 351 141 56 46 44 60 698
Total 3.376 2.428 953 209 371 736 8.073
120 Bol. Mal. Salud Amb.



o con corriente. También se colectaron larvas de
An. (Lophopodomyia) squamifemur Antunes (0,2%)
y especies no identificadas de los subgéneros
Anopheles (0,2%) y Stethomyia (0,5%), y una del
género Chagasia (1,8%) posteriormente identificada
como Ch. bonneae Root. Estas tltimas especies y Ch.
bonneae, se colectaron con mayor frecuencia en los
habitats con corriente tipo cafio y rio (Tabla II).

En las lagunas de sabana se colectaron solo
tres especies de anofelinos, siendo los habitats con
menor diversidad de especies junto con el herbazal
(Tabla II). No obstante, en estos habitats se colectaron
2.428 (30,1%) larvas de todas las especies, siendo el
segundo en este renglon después de las lagunas de
bosque. La especie mas abundante en las lagunas
de sabana fue An. triannulatus s.I. con 1.311 (54.%)
larvas colectadas, seguida por An. albitarsis s.l. con
749 (30,8%) y An. braziliensis 227 (9.3%) (Tabla II).
En las lagunas de bosque, el hecho de poseer areas
soleadas y sombreadas las convierte en los habitats
con mayor diversidad junto con los cafios, y uno de
los de mayor abundancia. En las lagunas de bosque se
colectaron 3.376 (41,8%) larvas distribuidas en ocho
especies de anofelino, siendo la mas abundante A4n.
triannulatus s.l. con 1.985 (58,8%) larvas, seguida de
An. albitarsis s.I. (17,7%), An. darlingi (7,0%), An.
nuneztovari s.l. (3,7%), An. oswaldoi s.1. (1,5%)y An.
strodei (0,7%), ademas cuatro larvas del subgénero
Stethomyia y dos de Ch. bonneae (Tabla II). En los
herbazales, habitats de baja diversidad de especies y
abundancia intermedia, se colectaron 953 larvas de
tres especies de anofelinos, siendo la mas abundante
An. albitarsis s.l. con 432 (45,3%) larvas colectadas,
seguida de An. braziliensis 348 (36,5%) y An.
triannulatus s.I. 117 (12,3%) (Tabla II).

En el rio, las charcas formadas durante la
época secay los cimulos de vegetacion flotante durante
la época de lluvias, constituyen excelentes habitats para
An. triannulatus s.l. y son el principal habitat de An.
darlingi en la region, eventualmente se pueden colectar
larvas de An. albitarsis s.l. y An. nuneztovari s.l. En
los cafos, pese a que ocuparon el segundo lugar en
diversidad, las especies del subgénero Nyssorhynchus
son escasas, solo se colectaron 59 (15,9%) larvas de
An. triannulatus s.1., 44 (11,9%) de An. oswaldoi s.l. y
23 (6,2%) de An. darlingi. La especie mas abundante
en los canos fue Ch. bonneae con 140 (37,7%) larvas
colectadas, especie que es frecuentemente colectada en
este tipo de habitat junto con larvas de An. squamifemur

Vol. LV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2015

Moreno J. E. et al.

(4,0%), An. (Stethomyia) sp. (9,7%) y An. (Anopheles)
sp. (2,7%) (Tabla II). Por ultimo, los pantanos fueron
los habitats de mas baja abundancia con 148 (70,8%)
larvas de An. triannulatus s.l. colectadas junto con
algunos especimenes del subgénero Anopheles, An.
oswaldoi s.l., An. albitarsis s.l. y An. darlingi (Tabla
).

Distribucion de las especies en el habitat

Los autovalores en un Analisis de
Correspondencia Canonica (CANOCO) miden la
importancia de cada eje para explicar la varianza de la
relacion especies-ambiente. En el caso de la relacion
de las especies de anofelinos con el habitat (cuerpo de
agua), los valores absolutos para el primer y segundo
eje fueron 0,25 y 0,19 respectivamente, mientras
que el porcentaje acumulado de la varianza para las
especies fue de 10,6 y 18,6% en cada eje, lo cual
significa que el analisis explica satisfactoriamente
menos de 19% de la varianza en la matriz de especies.
Si bien este valor puede parecer bajo, hay que tener en
cuenta que usualmente los datos de especies contienen
mucho ruido, por lo que un CANOCO puede ser
muy informativo ain explicando solo un poco de la
varianza (ter Braak & Smilauer, 1998). En el caso de
la varianza acumulada, el CANOCO acumula en el
segundo eje 60,3% de la varianza explicada de las
especies con respecto a las variables ambientales a
escala de habitat. Asimismo, la correlacion de las
especies con los gradientes ambientales es bastante
elevada en ambos ejes, siendo 0,70 para el primero
y 0,75 para el segundo, lo que sugiere que ambos
gradientes tienen influencia en los datos, no habiendo
mucha diferencia entre ambos. No obstante, los altos
valores de correlacion no necesariamente significan
que una gran cantidad de varianza en las especies es
explicada por las variables ambientales, ya que la
varianza es explicada por los autovalores referidos
antes (ter Braak & Smilauer, 1998)

En el diagrama de ordenacion del CANOCO
a escala de habitat, mostrado en la Fig. 1, las especies
de anofelinos se encuentran distribuidas a lo largo de
patrones dominados por la dinamica hidrica y el tipo
de habitat. Basados en el conocimiento previo de la
ecologia de las especies en la zona (Moreno, 2000;
Moreno et al., 2000; 2015), se sabe que las especies
ubicadas al lado derecho del diagrama, son frecuentes
en habitats de aguas estancadas, mientras que las
ubicadas en el lado izquierdo son especies que pueden
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Fig. 1. Diagrama de ordenacion de las especies de anofelinos (¢) con respecto a variables de habitat:
caracetristicas fisicoquimicas, color aparente del agua (marrén, ambar, cristalina); tipo de habitat,
hidroperiodo (estacional, permanente) y dinamica hidrica (estancada, lenta, rapida). (TDS = sélidos

disueltos totales).
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ser encontradas en habitats con corriente; por lo tanto, en menor grado a aguas cristalinas de corriente

el eje horizontal del diagrama puede ser interpretado
como un gradiente de dindmica hidrica del hébitat. De
la misma forma, el eje vertical puede ser interpretado
con un gradiente de tipo de habitat, que va desde el
habitat tipo herbazal en la parte superior al habitat tipo
pantano en la parte inferior. De esta manera, en un
gradiente destacan An. albitarsis s.1., An. nuneztovari
s.l., An strodei s.l., An. triannulatus s.l., y en menor
grado, An. darlingi asociados a habitats tipo laguna
de sabana y laguna de bosque, de dinamica hidrica
estancada y agua color ambar a marrdn, destacandose
en este grupo la asociacion positiva de An. albitarsis
s.1l. con las variables fisico-quimicas de pH y SDT.
En el otro extremo del gradiente estan ubicadas An.
oswaldoi s.1. y las especies del subgénero Anopheles
asociadas a habitats de corriente lenta, mientras que
An. darlingi ocupa una posicion intermedia entre
estos dos grupos, colocandose entre los habitats tipo
laguna de bosque, pantano y rio. Partiendo de la idea
de que la proximidad implica similitud, la Fig. 1
muestra que Ch. bonneae, An. (Stethomyia) sp.y An.
squamifemur comparten el mismo habitat, mostrando
afinidad por el habitat tipo cafio, estando asociadas
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lenta, mientras que por otro lado, An. braziliensis se
muestra claramente asociada al habitat tipo herbazal,
siendo éste el habitat tipo para la especie.

Distribucion de las especies en el microhadbitat

Los valores del CANOCO para las
especies de anofelinos con respecto a las variables de
vegetacion hidrofila y luz solar, a escala de microhabitat
(cucharonazo), muestran que la variacion de los datos
es explicada en dos ejes, con valores absolutos de 0,30
y 0,11 para el primer y segundo eje respectivamente,
asimismo, el porcentaje acumulado de la varianza es
solo de 6,5% en el segundo e¢je, lo cual limita bastante
el poder explicativo del analisis para la variacion en
las especies. Sin embargo, al restringir por variables
ambientales el analisis mejora notablemente, elevandose
a 72,4% el porcentaje acumulado de la varianza de las
especies de anofelinos con respecto a las variables de
vegetacion y luz. Los valores de correlacion especie-
ambiente fueron de 61 y 39% para el primero y segundo
eje respectivamente, indicando una influencia dominante
del primer eje sobre el segundo.
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Tal como lo indican los valores de
correlacion, el diagrama de ordenacion muestra un
primer eje horizontal dominante a lo largo del cual
claramente hay un gradiente de tipos de vegetacion
(géneros), mientras que en el eje vertical se insintan
levemente gradientes dominados por la luz solar y el
color aparente del agua (Fig. 2). De esta forma, en el
cuadrante inferior izquierdo del diagrama destaca el
grupo de especies formados por An. squamifemur, An.
(Stethomyia) sp., An. (Anopheles) sp. y Ch. bonneae.
Estas especies estan asociadas a un microhabitat
sombreado, de agua cristalina y sin vegetacion,
mientras que An. oswaldoi s.l. y An. darlingi, si bien
se encuentran en un microhabitat influenciado por la
sombra, su ambiente estd dominado por la presencia
de vegetacion acuatica tales como los géneros Pistia,
Salvinia y Mayaca, ademas de detrito. En el otro
extremo del gradiente estan An. albitarsis s.I. y An.
braziliensis en un microhabitat dominado por la luz
solar, agua ambar y plantas como las gramineas,
algas verdes filamentosas, Utricularia sp., Ludwigia
sp. y Eleocharis sp., esta Gltima muy cercana a
An. braziliensis. En otro grupo se encuentran An.
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nuneztovari s.l.y An. strodei s.1, la primera de ellas
fuertemente asociada a habitats de agua marrén con
presencia de Eichhornia crassipes. Por ultimo, An.
triannulatus s.l., dada su ubicacion en el diagrama,
tiende a ser una especie generalista en cuanto al color
del agua, luz solar y presencia de vegetacion acuatica
se refiere.

DISCUSION

Distribucion espacial de las larvas de anofelinos en
el habitat

En trece habitats de seis tipos diferentes
se colectaron 11 taxa de anofelinos, diez del género
Anopheles mas Ch. bonneae. De las especies
de Anopheles, siete pertenecen al subgénero
Nyssorhynchus: An. braziliensis, An. darlingi, An.
albitarsis s.l., An. nuneztovari s.l., An. oswaldoi s.1.,
An. strodei s.l. y An. triannulatus s.l.; una especie al
subgénero Lophopodomyia, An. squamifemur; una
especie al subgénero Stethomyia y una al subgénero
Anopheles, estas dos ultimas sin identificar.

Fig. 2. Diagrama de ordenacion de las especies de anofelinos (¢) con respecto a variables de microhabitat:

color aparente del agua (marrén, ambar, cristalina)

; tipos de vegetacion hidrofila (tipos y géneros) y

exposicion a la luz solar (luz y sombra) presentes en el sitio de inmersion del cucharén. (AVF = alga

verde filamentosa).
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Esta lista difiere notablemente de Ia
presentada anteriormente por Moreno et al. (2000),
en cuanto al numero ¢ identidad de las especies,
ya que no estan presentes An. punctimacula Dyar
& Sknab, An. mediopunctatus (Theobald), ni An.
neomaculipalpus Curry, reportadas previamente en
el municipio. Es muy posible que alguna de estas
especies, o todas ellas, estén incluidas dentro del
taxon identificado aqui como An. (Anopheles) sp.
Tampoco estan reportadas en este trabajo An. eiseni
Coquillet ni An. peryassui Dyar & Knab, las cuales
completan la lista de cinco especies del subgénero
Anopheles reportadas por Moreno et al. (2000). En
el caso de An. mediopunctatus, esta especie junto con
An. costai 'y An. forattinii Wilkerson y Sallum, forman
un grupo cuyos adultos hembras son indistinguibles
entre si (Wilkerson & Sallum, 1999); de estas tres,
An. costai ha sido la inica especie confirmada para el
municipio por Moreno y Rubio-Palis (2003) a partir
de especimenes identificados inicialmente como An.
mediopunctatus (Moreno et al., 2000). La ausencia
de An. eiseni, An. peryassui y An. argyritarsis
Robineau-Desvoidy, probablemente sea debida a que
las hembras de estas especies oviponen en habitats
muy especificos ubicados fuera del rango de los
incluidos en éste muestreo, tales como huecos de
roca, huecos de arbol, manantiales y contenedores
artificiales (Berti et al., 1993; Forattini et al., 1998;
Rejmankova et al., 1993). Por otro lado, el registro
de nuevas especies del subgénero Stethomyia, podria
contribuir al aumentar el nimero de especies de esta
lista, y constituiria un gran aporte al conocimiento
de la distribucion geografica de ese grupo, del cual
se sabe muy poco. En conclusion, de lo sefialado
anteriormente, se deduce que el nimero de especies
presentes en el area de estudio debe ser mayor al
reportado en este trabajo.

En cuanto al subgénero Nyssorhynchus,
An. triannulatus s.l. fue la especie mas abundante,
representando la cantidad de larvas de esta especie
mas de la mitad del total colectado. Asimismo,
esta especie fue la de mas amplia distribucion,
encontrandosele en todos los tipos de habitats
muestreados, siendo particularmente abundante en
lagunas de bosque y lagunas de sabana, mientras
que en los demas habitats, si bien estuvo presente
fue bastante escasa, confirmandose la distribucion
espacial de esta especie y su naturaleza ubicua en el
municipio (Berti et al., 1998; Moreno et al., 2000).
Esta especie parece preferir las charcas y lagunas a
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pleno sol, segin los resultados reportados de otros
lugares de Venezuela, donde se ha colectado An.
triannulatus s.l. en altas densidades, siendo casi
siempre la especie mas abundante en el habitat (Berti
et al., 1993; 2008; Rejmankova et al.,1999; Rojas
et al.,1992; Rubio-Palis et al., 2005; 2010). Estas
caracteristicas de la especie, en cuanto a tipo de
habitat y abundancia, parecen ser un rasgo comun a
lo largo de su distribucion geografica en Suramérica,
pues Leén et al. (2003) y Vittor et al. (2009) en Peru
y Brochero et al. (2006) en Colombia, también
colectaron An. triannulatus s.l. en altas densidades en
charcas y estanques piscicolas a pleno sol.

Anopheles albitarsis s.l. (= An. marajoara)
fue la segunda especie mas abundante y ampliamente
distribuida, encontrandosele en cinco de los seis tipos
de habitats, coincidiendo los resultados también en
este caso, con lo sefialado anteriormente por Moreno et
al. (2000) para el municipio. No obstante, esta especie
parece tener preferencia por las lagunas de sabana,
lagunas de bosque y herbazales, pues a diferencia de
An. triannulatus s.1. fue bastante escasa en los demas
habitats. Resultados similares han sido reportados por
Berti et al. (1993) en el estado Sucre y Rojas et al.
(1992) en Barinas. Segun Faran & Linthincum (1981)
An. albitarsis s.l. (= An. marajoara = An. allopha) es
una especie cuyas larvas son frecuentes y abundantes
en charcas, orilla de los lagos y pequefios pozos, pero
siempre en aguas estancadas y a pleno sol. Estos
resultados, acerca de la distribucion espacial de la
especie, son particularmente importantes dado el
papel vectorial de esta especie en el municipio y a
que su principal habitat en el area lo constituyen las
lagunas y charcas generadas por la actividad minera
(Moreno et al., 2000; 2007; 2009; 2015).

Con respecto a las demas especies del
subgénero Nyssorhynchus, destaca la preferencia de
An. braziliensis por el habitat tipo herbazal, siendo
la especie dominante en este tipo de habitat que
comparte con An. albitarsis s.l. y An. triannulatus s.1.,
aunque se le encuentra también de manera importante
en las lagunas. Segliin Faran & Linthicum (1981) el
habitat tipico de An. braziliensis esta representado por
pozos y charcas de aguas claras, pantanos y arrozales,
siempre a pleno sol o parciamente sombreados,
nunca completamente a la sombra. De igual manera,
los resultados indican que An. oswaldoi s.l. fue
colectado con mayor frecuencia en los habitats tipo
laguna de bosque y caflo, coincidiendo con el trabajo
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anterior de Moreno et al. (2000), en cual esta especie
fue mas abundante en lagunas y quebradas, siendo
éstos basicamente los mismos tipos de habitats.
También en el estado Bolivar, en la cuenca del rio
Caura, Rubio-Palis et al. (2010) reportaron que
An. oswaldoi s.l. fue mas abundante en los cafios y
pantanos, correspondiendo esta ultima denominacioén
a un bosque inundado por desborde del rio (cubeta
de decantacion), mientras que en el estado Amazonas
Rubio-Palis et al. (2005) reportan que la especie
prefiere los habitats tipo pozo y cafio. Sin embargo,
Berti et al. (1993) refieren que An. oswaldoi s.1. fue
mas abundante en marismas salobres afectadas por
las mareas en el estado Sucre, a pesar de que también
se le colecté abundantemente en lagunas y arroyos.
Siendo las marismas salobres un habitat poco
frecuente para esta especie, es posible que en ese
reporte haya habido errores de identificacion, puesto
que existen otros estudios de la misma area que
reportan que 4An. oswaldoi s.l. fue mas abundante en
pequetias charcas, ciénagas y canales, pero siempre
en agua dulce (Grillet, 2000)

En general, entre las diferencias sefialadas
por diversos autores, emerge un patrén en cuanto
al habitat preferido por An. oswaldoi s.I. El habitat
tipo de esta especie esta conformado por depoésitos
de agua estancada tales como charcas, pozos y
lagunas, suelos inundados y pequefias corrientes de
agua similares a cafios y quebradas, pero siempre en
el interior del bosque o al borde de este, siendo la
sombra la condicion indispensable para su presencia,
tal como lo sefialan Faran & Linthicum (1981). Un
rango tan amplio en cuanto al nicho ocupado por
la especie como el sefialado anteriormente, pudiera
estar indicando la presencia de mas de una especie
dentro del taxon en Venezuela, aspecto que ha sido
sefalado por Rubio-Palis (2005). Al respecto, se ha
sugerido que An. oswaldoi s.l. es un complejo en el
cual hay por lo menos tres especies isomorficas; An.
oswaldoi s.s. restringida al interior de areas boscosas,
An. konderi que ocupa espacios abiertos en areas
recién modificadas (Flores-Mendoza et al., 2004),
y An. oswaldoi B (Ruiz et al., 2005), recientemente
reportada para la cuenca del bajo Caura, en el
municipio Sucre del estado Bolivar en Venezuela
(Rubio-Palis et al., 2013).

Para el subgénero Nyssorhynchus también se
reportan dos nuevas especies no registradas en la lista
de Moreno et al. (2000), An. strodei s.1., sefialada para
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el municipio por Berti et al. (1998) y An. nuneztovari
s.1., la cual constituye un registro para el municipio
de gran importancia epidemioldgica, reportada
previamente por Moreno et al. (2004). Estas dos
especies fueron colectadas casi exclusivamente
en lagunas de bosque, habiendo sido ya ambas
especies colectadas juntas en charcas temporales y
permanentes en Venezuela en el estado Barinas (Rojas
etal., 1992). De igual manera, Parra-Henao y Alarcon
(2008) reportaron desde Colombia haber colectado
larvas de An. nuneztovari s.l. en charcas turbias
poco soleadas, mientras que Brochero et al. (2006)
la colectaron exclusivamente en estanques piscicolas.
Al igual que ocurre con An. oswaldoi s.1., 1a situacion
taxonomica de An. nuneztovari s.I. no esta clara en
Venezuela, ya que pudiera haber mas de una especie
dentro de este taxén en el pais, teniendo en cuenta
que An. dunhami Causey y An. goeldii (Rozeboom
& Gabaldon) facilmente pueden ser confundidas con
An. nuneztovari s.l. (Calado et al., 2008; Peyton,
1993), por lo que es necesario confirmar la identidad
de las especies presentes en Venezuela

Es necesario resaltar la distribucion espacial
de An. darlingi, dada su gran importancia vectorial
en el area de estudio (Moreno et al., 2007; 2009).
Tradicionalmente An. darlingi ha sido descrita como
una especie riverefia, cuyos habitats preferidos lo
constituyen arroyos en el bosque, bosques inundados
y pequeilas charcas a orillas de los grandes rios, todos
en areas total o parcialmente sombreadas (Faran
y Linthincum, 1981; Hudson, 1984; Rozendaal,
1990). Segun Hiwat y Bretas (2011) las larvas de
An. darlingi requieren de condiciones fisicoquimicas
estables en los habitats, las cuales no pueden
conseguir en pequefios cuerpos de agua, por lo que
esta especie prefiere habitats grandes y profundos
como lagunas, pantanos y grandes rios. Sin embargo,
han surgido evidencias de un cambio en el patrén
de distribucion de esta especie, derivado de las
alteraciones ambientales ocasionadas por la actividad
humana. En este sentido, Vittor et al. (2009), sugieren
la preferencia de esta especie por las grandes charcas
con abundantes macrofitas, asociadas a ambientes
alterados dominados por vegetacion secundaria y
con presencia de humanos en Pertl. En este estudio,
los resultados fueron muy similares a los referidos
por Vittor et al. (2009), siendo An. darlingi mas
abundante en lagunas de bosque grandes y pequeias,
sombreadas parcial o totalmente, con abundantes
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macrofitas y detritos, ubicadas cerca de viviendas
humanas. Este es un resultado coherente con el
cambio de patron sefialado anteriormente, si bien los
habitats sombreados con corriente tipo rio y cafio,
siguen manteniendo un lugar importante como sitios
de reproduccion caracteristicos de este vector de
malaria. Observaciones preliminares en el municipio
Sifontes han permitido determinar como el aumento
del caudal de los rios, una vez estabilizados, permiten
la acumulacién de vegetacion flotante en la superficie,
particularmente P. stratiotes y E. crassipes, que
proveen a esta especie habitats muy productivos; de
la misma manera, durante la sequia, el estancamiento
de los rios produce charcas cubiertas de vegetacion
que son excelentes habitats para An. darlingi
(Moreno et al., 2000). En este municipio, An. darlingi
previamente habia sido asociado por Moreno et al.
(2000) a habitats residuales de la actividad minera
tipo lagunas y charcas. Asimismo, la especie habia
sido colectada en charcas temporales y efimeras
muy pequeias ubicadas en 4areas parcialmente
deforestadas en el borde del bosque y en la orilla de
los rios en época de sequia, resultados similares a
los reportados por Rubio-Palis et al. (2005) para el
Alto Orinoco en el estado Amazonas. La ubicacion
de los habitats de An. darlingi en areas de transicion
entre el bosque y espacios deforestados también
ha sido previamente descrita por Singer & Castro
(2001), debido a que el bosque primario raramente
provee las condiciones necesarias por la ausencia de
areas parcialmente sombreadas y la acidez del agua
(Hiwatt & Bretas 2011), mientras que Barros ef al.
(2011) en Brasil, propusieron el modelo de borde,
forest fringes, para explicar esta distribucion y su
relacion con la presencia de viviendas humanas. De
hecho, muchas de las lagunas de bosque descritas
en este trabajo, en las cuales 4An. darlingi fue mas
abundante, por su ubicacion se corresponden con el
modelo de borde. Asimismo, Berti et al. (2008) en
un estudio realizado en la misma zona, reportan que
An. darlingi, si bien fue mas abundante en quebradas,
también se le colectd con mucha frecuencia en
lagunas con sombra, siendo muy posible que este tipo
de habitat, al cual se refieren Berti et al. (2008), sean
los mismos habitats referidos aqui como lagunas de
bosque. Este tipo de habitat también es referido por
Rejmankova et al. (1999) y Rubio-Palis et al. (2005)
quienes colectaron esta especie con mayor frecuencia
y abundancia en lagunas con micrdfitas en el estado
Amazonas, Venezuela.
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En cuanto a otras especies de anofelinos
colectadas, se confirman los resultados reportados por
Moreno et al. (2000) con respecto a la distribucion
y abundancia de las larvas de An. squamifemur,
Chagasia sp. y las del subgénero Stethomyia,
manteniéndose los habitats tipo cafio como los
habitats preferidos por estas especies y la naturaleza
simpatrica de su distribucion. Con respecto al género
Chagasia, no estaba clara la identidad taxonomica
de la especie de este género presente en el area de
estudio, debido a que anteriormente habia sido
identificada por Moreno et al. (2000) como Ch.
bathana (Dyar), pero recientemente Berti et al.
(2011) reportaron la presencia de Ch. bonneae Root,
y Ch. ablusa Harbach, por primera vez en Venezuela,
colectadas en el municipio Gran Sabana vecino al
area de estudio. Esto puso en duda la existencia de Ch.
bathana en Venezuela y obligd a revisar la identidad
de la especie identificada como tal en el municipio
Sifontes, identificandose algunos especimenes
como Ch. bonneae, con lo que quedd confirmada la
presencia de esta especie en el municipio, por lo tanto
el taxdn queda identificado aqui como Ch. bonneae,
lo cual constituye un nuevo registro para el municipio.
Igualmente las especies del subgénero Anopheles,
son mas frecuentes en los cafios y pantanos, mientras
que la descripcion del cailo como habitat tipo para el
subgénero Stethomyia, constituye un aporte relevante
y que coincide con lo reportado por Rubio-Palis ef al.
(2010), quienes sefalan los arroyos y manantiales en
la region del rio Caura en el estado Bolivar, como los
habitats preferidos por este subgénero.

Caracterizacion de los hdbitats larvarios de las
especies de anofelinos

Los resultados discutidos anteriormente en
cuanto a la distribucion espacial de las especies de
anofelinos por tipo de habitat, son confirmados por el
Analisis CANOCO, el cual examina las relaciones de
las especies individuales con las variables ambientales
del habitat. En este sentido, ha sido propuesto que la
distribucion espacial y temporal de los habitats de
larvas de anofelinos estan definidos por la dindmica
hidrologica, la luz y la vegetacion acuatica, ya que
los habitats ricos en vegetacion proveen alimento
y refugio contra depredadores (Grillet et al., 2002;
Rejmankova et al., 1999; 2000). Por tal razon, este
trabajo se enfocod en el analisis de las relaciones
de las especies de anofelinos con las variables del
habitat y el microhabitat, analizandose por un lado
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las relaciones de las especies con la dindmica hidrica
del agua e hidroperiodo, y por el otro las relaciones
con la vegetacion acuatica y la presencia de luz en el
habitat.

Con relacion a la dinamica hidrica y
caracteristicas del agua en el micro-habitat, es decir
el sitio donde se colectd el espécimen, el analisis
permitié establecer grupos de especies a priori. En
primer lugar, especies que preferiblemente se crian
en aguas estancadas y que dificilmente pueden
ser encontradas en aguas con corriente como An.
braziliensis, An. albitarsis s.l., An. nuneztovari s.l. y
An. triannulatus s.1., (Moreno et al., 2000; Rozendaal,
1990), versus especies que solo pueden ser colectadas
en agua corriente, como las especies del subgéneros
Stethomyia, Ch. bonneae y An. squamifemur. Otro
grupo de especies estan ubicadas a lo largo del
gradiente y pueden ser colectadas en ambos tipos de
dindmica hidrica, tanto en aguas estancadas como
en quebradas y rios, pero en lugares protegidos de
la corriente por troncos, detritos y plantas flotantes
como las del subgénero Anopheles, An. darlingi y
An. oswaldoi s.l. (Charlwood, 1996; Moreno et al.,
2000; Rozendaal, 1990). De forma similar, Sinka et
al. (2010), clasifican las especies de anofelinos en
estas dos categorias, coincidiendo con este trabajo
en la distribucion para An. darlingi, pero no para An.
albitarsis s.l. (= An. marajoara) ni An. nuneztovari
s.1., especies que estos autores tipifican en habitats con
corriente, en los cuales si bien pueden ser colectadas
ocasionalmente, no constituyen sus habitats tipicos.
Es importante agregar que An. albitarsis s.l. es un
complejo de al menos nueve especies, de las cuales
solo cinco han sido descritas formalmente, por lo que
hasta el presente no se conoce con certeza la bionomia
y ecologia de cada una de las especies que conforman
el complejo (Ruiz-Lopez et al., 2012).

Otra variable importante que resalta del
analisis es el color aparente del agua, segun Stein
et al. (2011) ademas del tamafio y la vegetacion, el
color aparente del agua en el habitat es una de las
caracteristicas que mas contribuye a la variabilidad
en las especies, siendo esta una variable subvalorada
y poco estudiada. Con respecto a esta caracteristica
el analisis permitio establecer tres grandes grupos
a priori: las especies que se encuentran en aguas
de color ambar, que son la mayoria, las especies
de agua marrdn, y las especies de aguas cristalinas
como las del subgénero Stethomyia y otras especies
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raras. En este aspecto, Sinka ef al. (2010) colocan
todas las especies de vectores en habitats de agua
clara, aunque algunas especies, como An. darlingi,
An. oswaldoi s.l. y An. nuneztovari s.l., pueden ser
colectadas con mucha frecuencia en habitats de aguas
muy marrén, con un alto contenido de materiales en
suspension, lo cual ha sido reportado con frecuencia
para esta tltima especie (da Silva-Vasconcelos ef al.,
2002; Nagm et al., 2007). Destaca en este trabajo,
la asociacion positiva de An. albitaris s.I. con las
variables fisicoquimicas de pH y SDT, esta tltima
caracteristica de habitats con aguas muy turbias.

En cuanto a la presencia de luz solar y
vegetacion, la productividad de un habitat depende,
ademas de las condiciones fisico-quimicas adecuadas,
de una buena proporcion de luz y sombra (Hiwat &
Bretas, 2011). Lamayoria de las especies de mosquitos
requieren de condiciones especificas, variables de
una especie a otra en cuanto a la demanda de luz
y de sombra. En este sentido, Sinka et al. (2010),
clasifican las especies de vectores como heliofilicas
y heliofobicas, seglin el grado de exposicion solar en
que se encuentren, colocando a An. darlingi como
heliofdbica, An. marajoara como heliofilica y An.
nuneztovari s.l. en ambas categorias. En el caso de An.
darlingi, se sabe que prefiere los habitats parcialmente
sombreados ubicados en el borde del bosque y areas
recientemente deforestadas donde penetre la luz
solar (Barros et al., 2011; Charlwood, 1996; Hiwat
& Bretas, 2011; Rozendaal, 1990). Este es un habitat
que es compartido por otras especies tales como An.
oswaldoi s.l., eventualmente An. nuneztovari s.l. 'y
An. triannulatus s.l., aunque el habitat de estas dos
ultimas especies se desplazan mas hacia ambientes
completamente soleados, mientras que An. oswaldoi
s.I. prefiere ambientes completamente sombreados
(Brochero et al., 2006; Moreno et. al., 2000;
Rejmankova et al., 1999; Rozendaal, 1990). Hay un
segundo grupo de especies claramente heliofilicas
asociadas a espacios abiertos expuestos a la luz y
con abundante vegetacion macrofitas, entre las cuales
destacan An. triannulatus s.1., An. albitarsis s.l. y An.
braziliensis. Estas son justamente las especies mas
abundantes, debido a que los ambientes soleados
son ricos en vegetacion, mas heterogéneos y ofrecen
cobertura para los invertebrados, asi como sustrato
para el crecimiento de algas que sirven de alimento
y propician la abundancia de larvas de anofelinos y
otros invertebrados acuaticos (Grillet et al., 2002).
Un tltimo grupo de especies, entre las cuales estan
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la de los subgéneros Anopheles y Stethomyia, Ch.
bonneae y An. squamifemur, prefieren los habitats
completamente sombreados y carentes de vegetacion
hidréfila (Rejmankova et al., 1999).

En general el analisis permitio establecer
habitats tipo para grupos de especies mas que para
especies individuales, con base en criterios de
variables bioticas tales como la presencia o ausencia
de vegetacion acuatica y variables abioticas como la
dinamica hidrica y la presencia de luz solar. Estas se
pueden resumir en tres grupos principales: especies
cuyo habitat tipo esta constituido por habitats
estancados, a pleno sol y con abundante vegetacion;
especies de habitats con corriente, a la sombra y sin
vegetacion; y especies de ambientes intermedios.
Sin embargo, el analisis también permitiod establecer
algunas asociaciones individuales interesantes y
muy consistentes, tales como la de An. braziliensis
al habitat tipo herbazal dominado por Eleocharis, la
de An. nuneztovari s.l. al habitat tipo charca de agua
muy turbia, y la de las larvas de Stethomyia y An.
squamifemur a los arroyos sombreados de aguas
cristalinas.

Las asociaciones entre algunas especies
de anofelinos y la vegetacion acuatica han sido
ampliamente demostradas, asi como la utilidad de la
vegetacion para predecir la presencia de determinada
especie, lo cual también ha sido suficientemente
explicado en el caracter estructural que confiere la
vegetacion al habitat (Rejmankova et al., 1992; 1993;
2000; Savage et al., 1990). Un aporte novedoso de
este estudio lo constituye la caracterizacion de habitats
carentes de vegetacion, a lasombray con una dindmica
hidrica diferente, para especies consideradas raras,
como las del subgénero Stethomyia, Ch. bonneae y
An. squamifemur, de las cuales se sabe muy poco por
lo que este resultado constituye un avance importante
en su conocimiento. Otro aporte importante, por
su aplicabilidad en el control, lo constituye la
caracterizacion de los habitats para especies vectoras
como An. darlingi y An. oswaldoi s.1., sobre las cuales
hay mucha incertidumbre y evidencias firmes de
adaptacion a cambios antropogénicos (Moreno et al.,
2000; Vittor et al., 2009). En este sentido, se confirma
la preferencia de An. darlingi y An. oswaldoi s.I. por
ambientes intermedios, parcialmente sombreados, de
aguas de corriente lenta a estancada, con presencia de
detrito y vegetacion acuatica de los géneros Mayaca,
Salvinia, Lemna y Pistia.
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Segiin Stein ef al. (2011), la capacidad
de relacionar las especies de anofelinos con cierto
tipo de habitat, de acuerdo a las caracteristicas mas
importantes tales como el tipo, la exposicion solar, la
presencia o no de vegetacion, la dinamica hidrica y
el color del agua, es de gran importancia debido a su
valor predictivo, ya que estas caracteristicas pueden
ayudar a revelar la presencia de ciertas especies,
siendo esto de gran importancia en el muestreo
de anofelinos y en el control de vectores. En este
caso, mas alld de los resultados obtenidos, puede
considerarse que el principal aporte de este trabajo
lo constituye el intento de caracterizar y describir los
habitats de anofelinos a nivel de microhabitat, lo que
constituye un avance importante en la comprension
de la ecologia de las especies y los factores que
modulan su distribucion espacial en Venezuela.
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RESUMEN

La identificacion de especies de Anopheles es
compleja debido a la presencia de varios complejos de especies
o especies cripticas cuyos ejemplares son de dificil distincion
morfoldgica. Se corrobord o se corrigio la identificaciéon
de especies de Anopheles spp. capturadas en Ecuador,
utilizando 393 secuencias de ADN mitocondrial, Citocromo
Oxidasa | (COl) de 36 especies de Anofelinos neotropicales
depositadas en GenBank y mediante la construccion de
arboles filogenéticos usando parsimonia maxima. Se
analizaron las identificaciones moleculares de cinco especies
de Anopheles mediante los criterios de monofilia y topologia
del arbol, secuencias provenientes de la localidad tipo y la
divergencia genética intra/inter especies. Las topologias de los
arboles resultantes corroboran la identificacion de secuencias/
especies de Anopheles (Anopheles) pseudopunctipennis
Theobald, An. (Ano.) eiseni Coquillett y An. (Nyssorhynchus)
albimanus Wiedemann; se corrige la identificacién molecular
de An. (Nys.) rangeli Gabaldén, Cova-Garcia y Lopez (no
oswaldoi) y permanece en duda la identificacion correcta de
las secuencias relacionadas el grupo Punctimacula, hasta
tener disponibles un mayor nimero de secuencias COI
de especies relacionadas. La matriz de ADN-COI de 241
secuencias/haplotiposx36 especies construida para estos
analisis resultara de utilidad para la identificacion molecular
de especies de Anofelinos de Ecuador y del Neotropico con
base en la porcién de 520 pb entre 2.272 a 2.792pb de COI.

Palabras clave: Anopheles, taxonomia molecular, Citocromo
Oxidasa |, Ecuador.

INTRODUCCION

La malaria o paludismo es considerada
como uno de los principales problemas de salud

SUMMARY

The Anopheles species identification is
complicated by the presence of several complexes
of species and species whose specimens are difficult
morphological distinction. We use 393 mitochondrial
DNA sequences, Cytochrome Oxidase | (COl) of 36
Neotropical species of Anophelinae deposited in GenBank
and by constructing phylogenetic trees using maximum
parsimony the objective was to corroborate or correct
the molecular identification of five sequences/species of
Anopheles collected in Ecuador and also availables in
Genbank. We identified the taxonomic units, based on
monophyly, phylogenetic species definition, tree topology,
ocurrence of sequences from the type locality and genetic
intra/inter divergence of clades. The topologies of the
resulting trees corroborate the identification of sequences
of Anopheles (Anopheles) pseudopunctipennis Theobald,
An. (Ano.) eiseni Coquillett y An. (Nyssorhynchus)
albimanus Wiedemann, while the molecular identification
of An. (Nys.) rangeli Gabaldén, Cova-Garcia y Lépez
(not “oswaldoi”) is corrected and remains in doubt the
correct identification of related sequences for sequences
belonging to Punctimacula group, until have available a
greater number of COIl sequences from related species.
However according to the criteria of type locality, these
are not punctimacula in sensu stricto. Finally, the matrix
of alignment DNA-COI haplotypes sequences of 241x36
species built for these analyzes will be useful for molecular
identification of Anophelinae species from Ecuador and the
Neotropics based on the portion of 520 bp COI (between
2,272- 2,792 bp).

Key words: Anopheles, moleculartaxonomy, Cytochrome
Oxidase I, Ecuador.

publica en América y en zonas tropicales del mundo.
En el reporte 2014 de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), 98 paises presentan transmision
malarica, con 3.3 billones de personas en riesgo,
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de los cuales 1.2 billones en riesgo alto, mientras
que en 2013, se estimé que 198 millones (124-283
millones) contrajeron la enfermedad con 584.000
fallecimientos (OMS, 2015). En Ecuador se registran
miles de casos cada afno, en 2011 se identificaron
1.232 casos para Plasmodium vivax y P. falciparum
(Orbe, 2012). Para el 2014, se reportaron 378
casos principalmente en la amazonia y en la Costa
(Esmeraldas y Manabi), con un 57% de casos con
debidos a P, vivax 'y 43 % para a P. falciparum (WMR,
2014). La incidencia del paludismo se relaciona con
factores climaticos, geograficos y dificultades de
orden econdémico o técnico (OMS, 2015) entre otras
variables, la densidad poblacional de los mosquitos
se eleva debido al incremento de los habitats larvarios
de origen antrépico (explotacion minera y, petrolera
que producen nuevos cuerpos de agua, ejem An.
darlingi Root) y a la ausencia de un control efectivo
del vector (Salazar ef al., 2006). Algunos autores han
sugerido que algunas especies de Anopheles pueden
transmitir parasitos de la malaria (Plasmodium spp.)
en las zonas altas de Los Andes de América del Sur
a causa del cambio climatico, variacion en el uso del
suelo, construccion de nuevas carreteras, entre otros
factores (Pinault & Hunter, 2012a).

En Ecuador la malaria es prevalente
en la region costera y amazonica; sin embargo,
registros historicos y actuales indican la presencia
de vectores de la malaria en zonas altas de Ecuador.
En los afios 1940's se recolectaron larvas de An.
pseudopunctipennis Theobald a lo largo de las vias
del tren en construccion desde Guayaquil a Quito
hasta una altitud de 3.200 m., siendo la especie mas
comun y con mayor distribucion altitudinal. En los
valles de Imbabura y Pichincha también se registraron
casos de malaria hasta una altitud de 2.500 m, sin
embargo, nunca se ha reportado ningun caso en la
ciudad de Quito a 2.800 m (Pinault & Hunter, 2012b).
En el 2008, las provincias mayormente afectadas por
malaria fueron: Esmeraldas, El Oro, Guayas, Santo
Domingo de los Tsachilas, Los Rios y, Manabi en la
vertiente costera, y Orellana, Sucumbios y Morona
Santiago en la vertiente amazonica; representando
mas del 85% del total de casos de paludismo en el
pais (Davila & Bajana, 2009).

El género Anopheles Meigen incluye la
mayoria de las especies de la subfamilia Anophelinae
con 444 especies descritas formalmente y alrededor
de 40 identificadas como complejos de especies, que
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esperan nombres formales (Harbach & Kitching,
2005; Harbach, 2007). El género Anopheles se
subdivide en seis subgéneros: Anopheles s.s. Meigen
(Cosmopolita), Cellia Theobald (Viejo Mundo),
Kerteszia Theobald (Neotropical), Lophopodomyia
Antunes (Neotropical), Nyssorhynchus Blanchard
(Neotropical) y Stethomyia Theobald (Neotropical);
sin embargo, Harbach et al. (2005), proponen un
séptimo  subgénero denominado Baimaia (An.
kyondawensis Abraham) para una especie Oriental.

Laidentificacion de especies de Anopheles es
compleja debido a la presencia de varios complejos de
especies o especies cripticas (Gonzalez, ef al., 2010),
cuyos ejemplares son de dificil distincion morfologica
(Casas, 2004). La aplicacion de la biologia molecular
mediante el uso de diversas secuencias de material
genético y analisis filogenéticos han sido utilizadas
para complementar, corroborar, y reconocer nuevas
especies, estudiar complejos de especies y realizar
cambios en la nomenclatura taxonomica, lo cual
modifica las clasificaciones a medida que se incorpora
nueva informaciéon morfoldgica y secuencias de
ADN en GenBank (Bourke et al., 2013; Pradeep
et al., 2013; Rozo-Lopez & Mengual, 2015; Ruiz-
Lopez et al., 2013; Wijit et al., 2013 entre otros).
Asi, el estatus taxonomico y la sistematica de este
género se encuentra aun sin resolver y en pleno
desarrollo debido a problemas en la identificacion
de algunas especies, complejos de especies, especies
cripticas y otros grupos de especies poco estudiadas
taxonomicamente (Harbach, 2007; Loaiza et al.,
2013; Sallum et al., 2002).

El género Anopheles se distribuye, en
latinoamérica, principalmente en zonas de clima
calido y tropical de baja altitud (<500 m de altura).
No obstante, se ha determinado la presencia de
especies en tierras altas, principalmente del subgénero
Kerteszia y de la Serie Arribalzagia del subgénero
Anopheles (Pinault & Hunter, 2011; Rubio-Palis &
Zimmermann, 1997; Sinka et al., 2010; Zavortink,
1979). El subgénero Kerteszia se encuentran en
zonas altas de América del Sur (Zavortink, 1979),
ejemplo de éste grupo es Anopheles neivai Howard,
Dyar & Knab, que ha sido registrada en tierras altas
de Ecuador (Levi-Castillo, 1944, 1956; Sinka et al.,
2012; y datos no publicados de los autores). También
se ha documentado una epidemia de malaria en
tierras altas de Bolivia, registrando la introduccion
de Plasmodium vivax en una comunidad ubicada a
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2.300 m de altura, cuya transmision fue atribuida a
Anopheles pseudopunctipennis (Rutar et al., 2004).

Pinault & Hunter (2011, 2012a) realizaron
diversas recolecciones de larvas Anopheles en las
tres ecoregiones del Ecuador (con excepcion de la
llanura amazonica) con el reporte de cuatro especies:
Anopheles albimanus, An. pseudopunctipennis, An.
punctimacula Dyar & Knab y Anopheles oswaldoi
(Peryasst). Sus hallazgos indicaron la presencia de
vectores de la malaria en zonas bajas costeras del pais
y en localidades de piedemonte andino en la vertientes
costa y amazonica (solo An. oswaldoi). Estos autores
determinaron que las especies An. albimanus, An.
punctimacula, y An. oswaldoi han invadido regiones
andinas alcanzando altitudes maximas de 1.541 m,
1.906 m, y 1.230 m, respectivamente (Pinault &
Hunter, 2011). Dichos hallazgos, son particularmente
importantes debido a que se establece la presencia
de vectores de la malaria en regiones superiores a
los 1.200 m de altura, lugares donde no se efectian
los programas de erradicacion del vector a cargo del
Servicio Nacional de la Erradicacion de la Malaria
(SNEM) (Davila & Bajafia, 2009).

La identificacion de las larvas recolectadas
por estos autores se baso en la utilizacion de claves
morfologicas, y posterior corroboracion molecular
mediante la extraccidn y secuenciacion del gen
mitocondrial Citocromo ¢ Oxidasa I (COI) realizando
un alineamiento local mediante “Blast Search” en
NCBI en GenBank, un método de busqueda de
identidad (similaridad simple) molecular aunque no
filogenética.

Con base en las secuencias que se encuentran
disponibles en GenBank, conociendo la incorporacion
de material de nuevas secuencias en esta base de
datos de paises cercanos/limitrofes al Ecuador,
incluyendo nuevas especies descritas, y estando ante
la presencia de especies isomorficas y complejos de
especies como albitarsis, oswaldoi, triannulatus,
Serie Arribalzagia, las cuales han sido reportadas
por diferentes autores como: Brochero, et al. (2007);
Conn et al. (2013); Dantur Juri et al. (2014); Estrada-
Franco et al. (1993); Gémez et al. (2015); Gonzalez
et al., (2010); Gutiérrez et al., (2010); Lehr et al
(2005); Li & Wilkerson (2005); Loaiza ef al. (2013);,
Moreno et al. (2013); Motoki et al. (2009); Orjuela et
al. (2013); Quidiones et al., (2001); Rosa-Freitas et al.
(1998); Rueda et al. (2004); Ruiz et al. (2005); Ruiz-
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Lopez et al. (2010, 2012, 2013); Rubio-Palis et al.
(2013); Sallum et al. (1999, 2008); Wilkerson et al.
(2005); Wilkerson & Sallum (1999), uestro objetivo
fue corroborar el estatus o identidad taxonomica
molecular de las secuencias de citocromo oxidasa
I disponibles en GGenBank, correspondientes a las
especies halladas en Ecuador, mediante inferencia
filogenética con un método explicito y deductivo
(Parsimonia Maxima) con un fin taxonémico alpha
(identificacion/taxonomia  molecular)  utilizando
las secuencias de estas mismas especies y otros
Anopheles de Suramérica y/o América Central,
y al mismo tiempo construir una matriz alineada
de secuencias de una porcion del marcador COI
ampliamente utilizado, que pueda ser utilizada para
la identificacion molecular de muestras del Ecuador y
otras regiones de América del Sur.

Partimos aqui de la hipdtesis, con base en la
no verificacion filogenética previa (Pinault & Hunter,
2011; 2012a) realizada solo por similaridad tipo
“Blast Search” contra las secuencias de GenBank,
que algunas secuencias pueden estar errénea o
ambiguamente identificadas bajo la luz de las nuevas
inclusiones de secuencias en GenBank y recientes
cambios de nomenclatura en los grupos a los cuales
pertenecen. Igualmente, una verificacion filogenética
puede resultar en la corroboracion de otras secuencias
en GenBank en la misma condicion y rotulacion
erronea.

MATERIALES Y METODOS
Origen de las secuencias

Un total de 393 secuencias pertenecientes a
36 especies de la subfamilia Anophelinae (Culicidae)
fueron utilizadas para la construccion de la matriz de
alineamiento y analisis filogenéticos. Como grupo
problema, seincluyeron las secuencias COl registradas
de anofelinos colectados en Ecuador por Pinault &
Hunter (2011, 2012a) en la sierra y costa: Anopheles
(Anopheles) pseudopunctipennis (cinco secuencias),
Anopheles  (Anopheles)  punctimacula  (cinco
secuencias), Anopheles (Nyssorhynchus) albimanus
(cinco secuencias), y Anopheles (Nyssorhynchus)
oswaldoi (tres secuencias). Como grupo de especies
para comparacion y referencia desde GenBank
fueron incluidas un total de 375 secuencias COI de
anofelinos registrados para América del Centro y del
Sur. Todas las secuencias de ADN correspondientes
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al gen Citocromo ¢ Oxidasa I (COI), fueron obtenidas
de GenBank en formato Fasta cuyo cddigos de acceso
y origen se muestran en la Tabla I.

Las secuencias para comparacion con el
grupo interno o grupo problema de estudio fueron
especies pertenecientes a los subgéneros Anopheles
y Nyssorhynchus: An. costai, An. eiseni, An.
intermedius, An. malefactor, An. mattogrossensis, An.
neomaculipalpus, An. peryassui, An. squamifemur
(secuencia de Ecuador), An. albitarsis s.l., An.
benarrochi, An. braziliensis, An. darlingi, An. konderi,
An. nuneztovari, An. rangeli 'y An. trinkae, asi como
especies del subgénero Kerteszia: An. bellator, An.
pholidotus, An. cruzi y An. homunculus y usando
la secuencia del género Chagasia (secuencia de
Ecuador) como raiz y grupo de referencia (outgroup)
en el analisis. En la Tabla I se muestran los datos
taxonomicos, origen y autores.

Alineamiento de secuencias

El alineamiento multiple de las secuencias
basado en la blsqueda de homologias posicionales
fue realizado mediante ClustalW (Higgins et al.,
1996) implementado en MacVector (MacVector Inc.)
con altas penalidades de creacion y extension de gaps
(GOPy GEP) de 15,0 cada uno de forma de buscar un
alineamiento por homologia.

La matriz final de alineamiento fue analizada
en el programa ALTER (ALignment Transformation
EnviRonment) para el colapso de haplotipos y la
obtencion de la matriz en formato Nexus (Glez-
Peia et al., 2010) de 241 secuencias utilizadas para
los analisis filogenéticos. El modelo de sustitucion
de pares de bases al cual se ajusta la matriz fue
determinado mediante ModelTest incluido en el
software Paup 4.0a146 (Swofford, 2002, actualizado
2015), utilizando los criterios de informacién de
Akaike (AIC), Akaike corregido (AICc) y por el
indice Bayesiano (BIC).

La Fig. 1, muestra el esquema del genoma
mitocondrial de Anophelinae, con la porcion del
Citocromo ¢ Oxidasa | y las regiones mas abundantes
de secuencias disponibles en GenBank: la region
alineada en este trabajo entre 2.272 y 2.992 pb y la
region usada en codigo de barras o “barcoding” entre
1.514y 2.173 pb.
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Andalisis filogenéticos

La matriz resultante con haplotipos
colapsados (241 secuencias) fue analizada mediante el
software TNT “Tree analysis using New Technology”
(Goloboffet al.,2000) para la obtencion de topologias
filogenéticas que permitan la identificacion molecular
por clados monofiléticos apoyados por el consenso de
mayoria y por valores altos de bootstrap. La busqueda
de arboles filogenéticos se realizd bajo el criterio
de optimizacion de Parsimonia Maxima, mediante
blsquedas heuristicas. Los taxa fueron adicionados
al azar con 1.000 réplicas de construccion por cada
adicion, bajo el algoritmo de recorte y reconexion
de arboles (TBR - Tree Bisection Reconnection),
guardando solo los arboles 6ptimos obtenidos en
cada réplica. Se realizO un consenso de mayoria
de los arboles retenidos y luego se se realizd un
analisis de bootstrap con remuestreo de la matriz de
1.000 pseudoréplicas para apoyo de grupos o clados
monofiléticos (Felsenstein, 1985). Posteriormente,
se realizo un repesado de los caracteres homologos
mediante el indice de consistencia re-calculado,
resultando un arbol tUnico. Las secuencias de
Chagasia y Kerteszia actuaron como grupos de
referencia (grupo externo o “outgroup”) para el
enraizamiento del analisis sensu Sallum et al
(2000). El nimero de caracteres informativos para
parsimonia, no informativos y constantes, asi como
los indices de consistencia (IC), de retencion (IR)
fueron calculados mediante Paup 4.0a146 (Swofford,
2012) y los valores de sitios polimorficos, variables,
composicion de bases y la matriz de divergencia con
distancia genética p-no corregida mediante MEGAG6
(Tamura et al., 2013).

Las unidades taxonomicas han sido
determinadas tomando en consideracion los
siguientes criterios: 1) concepto filogenético de
especie, basado en un clado o linaje que comparte
caracteres apomorficos (sinapomorfias) heredados
de un ancestro inmediato comun, con un patrén de
ascendencia-descendencia e inferido mediante el
criterio de optimizacion de Parsimonia Maxima
o cladistico para la construccion de hipoétesis
filogenéticas congruentes con la clasificacion
taxonomica natural; 2) la ubicacion de las secuencias
en la topologia, congruente con clados o subclados
monofiléticos apoyados por un porcentaje mayor a
70% en consenso de mayoria y un valor estadistico
de remuestreo de la matriz o bootstrap mayor a
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Taxonomia molecular de Anopheles

Fig. 1. Esquema del genoma mitocondrial de Anophelinae, y la porcion del gen citocromo oxidasa |
en color verde. En azul, la region barcode/Folmer correspondiente a las secuencias que no lograron
ser emparejadas en el alineamiento, la franja amarilla representa la region COIl no barcode a la que
pertenecen las secuencias utilizadas y la franja roja pertenece a la seccién de la matriz alineada (2.272-

2.792 pb).

1514

pb posicion

Anophelinae
mtDNA

2173

region NO barcode = 821 pb (sec. Ecuador)

2272

50%, y congruente con la divergencia intra e inter
secuencias/especies calculada por la matriz de
distancia p-no corregida; 3) ubicaciéon en un clado
apoyado con las secuencias/especies en sensu stricto
(s.s.), consideradas aquellas secuencias topotipicas
o provenientes de la localidad tipo (localidad del
Holotipo y de la descripcion original), en caso de
estar disponible.

RESULTADOS
Topologias de arboles y agrupamientos de taxa

La matriz alineada resultante fue de 241
secuencias de 520 pares de bases (caracteres) de
ADNmt-COI (241 x 520). Del total de caracteres
(520), 179 fueron informativos para parsimonia

140

(sinapomorfias), 14 no informativos (autapomorfias)
y 327 constantes (no variables), mientras 191 fueron
polimérficos, con una composicion de bases A+T=
69,9% y C+G= 30,1%. El indice de consistencia fue
de IC=0,40; de retencion IR=0,84 y el recalculado
RCI=0,62. La matriz de secuencias alineadas se
ajustd a los modelos K81uf+I+G segun los criterios
de Akaike (ACI) y Bayesiano (BIC), y al modelo
HKY+I+G de acuerdo al criterio de Akaike corregido
(AICc).

La Fig. 2 muestra la hipotesis filogenética
general (consenso de mayoria con 100% en todos los
clados). La ubicacién de las secuencias identificadas
por Pinault & Hunter op. cit. se muestran en rojo
lateralmente al grupo o clado sefialado y se indica
con una barra vertical con su correspondencia

Bol. Mal. Salud Amb.



taxonémica. Un andlisis de Neighbor joining
comunmente utilizado en “barcoding” fue realizado
y cuya topologia (no mostrada) result6 igual que el
arbol consenso de parsimonia.

En este arbol resultante se muestran grupos o
clados que se identifican de la siguiente forma: Clado
A con el taxdn externo y basal Chagasia batana, luego
el grupo interno con un 100% en consenso de mayoria
y de bootstrap, internamente sigue el clado B con
dos subclados, que incluyen el subgénero Kerteszia
como mas externo (60% bootstrap) y un clado (75%
bootstrap) con An. costai de la Serie Arribalzagia.

Luego, y hacia lo mas interno o derivado del
arbol se observa clado D con An. neomaculipalpus
(100% bootstrap), el clado E con las especies del
Complejo punctimacula: An. malefactor (El), An.
punctimacula ss. (E3) y el grupo de secuencias
identificadas como “punctimacula” (E2) por Pinault
& Hunter (op. cit.).

Internamente al clado E, se encuentra el
clado interno FG, con los subclados F con secuencias
de An. intermedius y An. “punctimacula” (no
punctimacula de Colombia), y el subclado hermano
G con 15 subclados: G1 y G2 con secuencias de 4n.
punctimacula (no punctimacula de Colombia) y An.
braziliensis. Los clados G3 y G4 con secuencias de
Oswaldoi s.1. y G5 con secuencias de An. rangeli y
An. oswaldoi (no oswaldoi de Ecuador).

En lo mas interno del arbol, se ubicaron los
subclados G6, G7, G8 y G9 y el subclado hermano
con los grupos G10, G11, G12 y G13. En el primer
grupo, en G6 se ubican respectivamente secuencias de
An. benarrochi B (Ruiz et al., 2005) y una secuencia
de An. rangeli (no rangeli de Colombia), el grupo
G7 corresponde a secuencias de An. triannulatus s.1.,
G8 con An. darlingi y G9 con una representacion
de las 11 secuencias de An. albimanus de América
Central, incluyendo Panama, de Colombia y Ecuador.
En este caso particular (4n. albimanus), con fines
de una mejor observacion grafica se utilizaron en la
figura mostrada solo 11 secuencias de albimanus,
incluyendo las cinco de Ecuador de Pinault & Hunter
(2011, 2012a). Todas estas secuencias se ubicaron en
el mismo clado con un 92% de bootstrap.

En el subclado hermano, el grupo GI10
se ubicaron las secuencias de An. albitarsis s.l.,,

Vol. LV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2015

Arregui G. et al.

incluyendo An. albitarsis s.s. (Argentina), albitarsis
G, daenorum, albitarsis H, marajoara, albitarsis
I, F, janconnae y oryzalimnetes. En el grupo G12
An. nuneztovari y en el G13 las secuencias de A4n.
pseudopunctipennis, incluidas las secuencias de
Ecuador de Pinault & Hunter op. cit. Las Fig. 3, 4,
5 y 6 muestran en detalle tipo “zoom” los clados y
subclados descritos para la Fig. 1.

La divergencia promedio total fue de 0,08
(8%). La divergencia intra-especies mostrd un intervalo
entre 0-3%, mientras que inter (entre) especies/clados
fue de 6-8 a 14%, lo cual se corresponde por lo
reportado por Gomez et al. (2015) para COI en la Serie
Arribalzagia, por Bourke ef al. (2013), Ruiz-Lopez et
al. (2012, 2013), y McKeon et al. (2010) para otros
grupos de anofelinos. Entre especies de Complejos
fue: 3-7% entre albitarsis s.l. y 3-5% entre oswaldoi
s.1. con secuencias de diferentes paises.

Anophelinae del Ecuador

La revision y busqueda de secuencias y el
analisis historico de literatura permitié actualizar la
lista de las especies de Anophelinae sefialadas para
el Ecuador (Tabla II), con un total de dos géneros,
Anopheles con 22 especies y Chagasia con tres
especies. El género Anopheles esta representado por
los subgéneros Anopheles (8 especies), Nyssorhynchus
(6 especies), Kerteszia (5 especies) y Lophopodomyia
(2 especies) (Levi-Castillo 1944, 1945a,b, 1956;
Escovar et al., 2014; Linton et al., 2013; WRBU web
page). Dos especies fueron descritas con localidad
tipo en este pais: An. gomezdelarorrei Levi-Castillo
(Chiltazon, Carchi) y An. trinkae Faran (Puyo,
Pastaza).

DISCUSION

El andlisis enraizado con el género
Chagasia Cruz [Ch. batana (Dyar)] muestra las
dos especies del subgénero Kerteszia (An. bellator
y An. cruzii) como grupos de referencia, ubicados
en la parte basal del arbol y en monofilia reciproca
sensu Sallum et al., (2002) con un 100% y 75%
de bootstrap, respectivamente, con respecto al
grupo interno mostrando los primeros resultados
concordantes con la taxonomia actual. El indice de
consistencia mostré un 40% de caracteres homologos
y 60% de homoplasia, y la retencion de sinapomorfias
en el arbol fue de 84% lo que indica la fortaleza en
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Fig. 2 Arbol filogenético de 241 secuencias de GenBank mostrando los clados correspondientes a la
identificacion molecular por medio de Parsimonia Maxima y ADNmt-COl de las secuencias de Anopheles
de Ecuador. En negrilla y rojo se seiala la ubicacion y correccion taxonémica de las secuencias de

Ecuador.
L. | D neomaculipalpus
EEED | E2 “punctimacula” ECU
s
e | E3 punctimacula s.1 + ss
| 3>ty
_"""'E"'-""'L_m | EL malefactor ¢ jntermedius + NO punctimacula COL
G12 nuneztovari + dunhami
1 S== | G13 pseudopunctipennis
====" | incluye ECU
G11 aquasalis
G10 albitarsis s.1+ albitarsis ss
— ===, | G7 triannulatus s.1
| G8 darlingi
=257 | G9 albimanus, incluye ECU
E:‘.E:'.: | G6 benarrochi B + NO rangeli COL
l G5 rangeli + No oswaldoi ECU
G3-G4 oswaldoi s.1. ss, sp. A, konderi
—_:_:_"'—::— | G1, G2.braziliensis, NO punctimacula COL
":_"f.._'.;‘” | C. eiseni, peryassui, squamifemur ECU
—-| Ef_éi-}‘n | B. Kerteszia, costai
— | A. Chagasia ECU
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Tabla Il. Lista actualizada de Anophelinae del Ecuador, basado en la literatura y secuencias en las

secuencias disponibles en GenBank.

Género

Subgénero

Especie

albimanus
apicimacula
aquasalis

Nyssorhynchus

oswaldoi sp B
nr konderi
rangeli

Kerteszia

bambusicolus
neivai
cruzii
boliviensis
lepidotus*

Anopheles

Anopheles

calderoni
darlingi
eiseni
fluminensis
gomezdelatorrei*
mediopunctatus
pseudopunctipennis
punctimacula s.l.
squamifemur
triannulatus
trinkae*

Chagasia

bathana
bonneae
fajardi

(*) Especies con localidad tipo en Ecuador

la estructura filogenética resultante, que sumada a
los valores de remuestreo (bootstrap) y un 100% en
todos los clados en el consenso de mayoria y el arbol
repesado dan un fuerte apoyo a los clados formados
como grupos monofiléticos.

De esta manera, aquellas secuencias/especies
que se ubican en forma parafilética fuera del clado de
las secuencias topotipicas son evidencia de secuencias
provenientes de ejemplares erroneamente identificados
y que ocurre en grupos pertenecientes a complejos de
especies y de morfologia de dificil identificacion como
es el caso del grupo punctimacula (Gémez et al., 2015;
y Loaiza et al., 2013) coincidiendo con la hipdtesis
planteada.

Vol. LV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2015

En el grupo interno, los resultados obtenidos
enlosarboles muestran clados y subclados congruentes
con la definicion de especies filogenéticas y gran
correspondencia con la nominaciéon taxonomica
con algunas excepciones en grupos de dificultad
taxondmica o presencia de complejos de especies.

En la topologia se muestran clados
monofiléticos apoyados (con valores de bootstrap
> 50% y de consenso de mayoria de 100%) con
especies/secuencias que se corresponden con la
denominaciéon de la unidad taxonémica de especie.
Las secuencias/especies de Ecuador producto
de la publicacion de Pinault & Hunter op. cit.,
identificadas por alineamiento local mediante “Blast
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Fig. 3 Detalle del Clado punctimacula. Ubicacion de secuencias identificadas como punctimacula
que corresponden a otra especie isomoérfica (ver explicacion en texto). Las muestras de Ecuador-
punctimacula de Pinault & Hunter (2012), se ubican en el subclado no E2. Valores arriba de la rama: %

consenso mayoria / % bootstrap.

318.An punctimacula ECU
E2 100/99 —[ 315.An.punctimacula ECUI “punctimacula”
317.An punctimacula ECU
316, An punctimacula EC ECU
pr—— 311 AN punctimacula NIC
319 An punctimacula. COLI
321.An punclimacula ss-PAN
324 .An punclimacula ss PAN
E3 100/86 325.An punctimacula ss-PAN
326.An punctimacula ss-PAN
— WIAnpncdmacia ssPAN 8 by netimacula ss
E = 328 An_punctimacula ss-PAN
320 An punctimacula ss-PAN
322 An punctimacula s PAN
323 An punctimacula 55.PAN
331 An punctimacula-PAN
332 An punctimacula-PAN
333 An punctimacula-PAN
100/67 334 An punctimacula-PAN
5] An.malefactor-PAN
E1l 508 An. maletactor-CostaRica | mafefaCtor

Search” y depositadas en GenBank (punctimacula,
pseudopunctipennis, oswaldoiy albimanus) muestran
ambas situaciones: incongruencia y congruencia
filogenética en su ubicacion en la topologia de
los arboles obtenidos con las secuencias/especies
topotipicas. De esta forma, las secuencias/especies
de An. punctimacula y An. oswaldoi reportadas por
Pinault & Hunter op. cit. se ubicaron en parafilia,
respectivamente, con el clado topotipico para cada
especie, demostrando su identificacion incorrecta,
mientras que las secuencias de An. pseudopunctipennis
y An. albimanus quedaron incluidas en clados
monofiléticos con las secuencias topotipicas para
cada especie, confirmando una identificacion correcta.
Cada caso se explica a continuacion:

Serie Arribalzagia, Caso Anopheles punctimacula

Para esta especie es necesario observar los
resultados obtenidos en los clados G ( “punctimacula™
de Colombia), E (secuencias de, Panama, Ecuador,
Nicaragua y Colombia, incluido An. malefactor) y F
(“punctimacula” de Colombia). Las secuencias de
Anopheles punctimacula, se ubican en parafilia en
los clados G (G1), E (E2, E3) y F mostrados en las

144

Fig. 2 y 3. Partiendo de las secuencias topotipicas
(obtenidas de ejemplares de la localidad tipo en
Panama), las secuencias de An. punctimacula s.s.
deben ser consideradas las ubicadas en el subclado
E3. Por esta razdn, las secuencias ubicadas en el
clado E2, correspondientes a Ecuador (Pinault &
Hunter, op. cit.) pertenecen a otra unidad taxondémica
no identificada, al igual que las secuencias de
Colombia en los clados G1 (en clado hermano
con An. braziliensis) y F (en el mismo clado con
An. intermedius) mas alejadas topologicamente
(polifilia).

Lassecuencias disponibles en GenBank para
Ecuador se ubican en un clado unico y hermano con
secuencias de Panama y Colombia y una secuencia
de Nicaragua, ambas como subclado hermano de las
secuencias de An. malefactor (E1). La divergencia
calculada entre el subclado E2 (Ecuador) versus el
subclado E3 (Panamd, Colombia y Nicaragua) estéd
entre 8-11% como especies diferentes. Asi mismo, la
secuencia de Nicaragua que se ubica como basal en
el subclado E3 tiene una divergencia de 8-9% vs el
subclado E2 de Ecuador y de 10-13% con el mismo
subclado E3 de Colombia y Panama lo que indica la

Bol. Mal. Salud Amb.
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Fig. 4. Detalle del clado G y sus subclados. Posicion parafilética de las secuencias oswaldoi de Pinault
& Hunter 2012, con respecto al clado oswaldoi s.s. (G3), las secuencias de Ecuador se corresponden
con Anopheles rangeli (G5). Igualmente se muestra la secuencia parafilética de “punctimacula” de

Colombia (G1). Valores arriba de la rama: % consenso mayoria / % bootstrap.

1(l An.oswaldol. ECUI
242 An.oswaldol ECUI
hl'a An.rangell COLI
OO/ <3¢ 620.An.rangel.COL ranaeli +
- 614.Anrangel. COLI NO oswaldoi
G5 613 An.rangell. COLI ECU
611 An.rangell. COLI
621.An rangell. COLI
246.An.sp.nr.konder. BRA
247 An.sp.nr konderl. BRA
243 .An.sp.nrkonden. BHA
245.An.sp.nr konder. BRA
= 25/ An konderl olSallum. BRA
100/52 255 An konder olSallum. BRA
262 An konderi olSallum.BRA
261 An konderl ofSallum. BHA oswaldoi
- 259 An sp.nrkonder. BRA 5/
G4 100/70 265 An.oswaldol. A.BRAI
_E'r.m/ An oswaldol A BRAI
266 An.oswaldoi A.BRAI
e 248, An 0Swaldol 55 BRAI
100/ <50 = 252 An.0swaldol.ss. BHAI
254 An.oswaldol ss.BRAI
— G3 b 240 An.oswaldol ss BRAI
. 251 An.oswaldol ss. BRAI
G N 250.An.oswaldol ss BRAI
G2 e 408 Anbraziliensis COLI
312, An punctimacula COLI
Gl
presencia de tres especies diferentes en el Complejo. El  Complejo  punctimacula  presenta

La divergencia entre An. malefactor vs E2 y E3 es
de 8-9% y 12-14% respectivamente, demostrando
topologicamente y por divergencia la diferencia que
llevo a esta especie ser rescatada de sinonimia de 4n.
punctimacula (Wilkerson, 1990).

Las secuencias ubicadas en los clados
Gl y F, adicionalmente a su posicion parafilética,
presentan una divergencia de 13% en el nivel de
especies distintas (6-14%) al clado E del Complejo
punctimacula. Una de las secuencias se ubican en un
clado hermano de intermedius de Brasil (clado F) con
una divergencia de 5% y la otra se encuentra basal en
el clado G (G1) y cercana a An. braziliensis con un
11% de divergencia entre ellas.

Vol. LV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2015

entidades de frecuente confusion en la identificacion,
sefialado repetidamente por varios autores desde
Wilkerson (1990) y mas recientemente por Loaiza
et al. (2013) y Goémez et al. (2015), en la cual A4n.
punctimacula es frecuentemente confundida con An.
apicimacula, An. calderoni, An. neomaculipalpus y
An. intermedius, seialado por Gomez et al. (2015).
La topologia mostrada por Gomez et al. op. cit. (Fig. 4
pag. 11), con COI+ITS2 se asemeja a la topologia aqui
mostrada con los clados D (4n. neomaculipalpus), E1
+ E2 + E3 (4n. malefactor + Ecuador + Nicaragua
+ punctimacula s.s.). Las secuencias de Ecuador
y de Nicaragua, asi como la secuencia del clado F
(con intermedius) bien podrian corresponder a An.
calderoni o An. apicimacula. La primera ha sido
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Fig. 5. Detalle del clado G, mostrando la monofilia de secuencias de Anopheles pseudopunctipennis
incluyendo las secuencias de Ecuador. De las secuencias de Ecuador. El clado muestra la monofilia
de albitarsis s.l., An. nuneztovari'y An. aquasalis. Valores arriba de la rama: % consenso mayoria / %

bootstrap.
TE1 An dunhami BRAJ
623 An nuneziovan DRAI
637 An nuneztovan COU
639 An nuneZtovan C
G l 2 630 An nuneiovan E
638 An nuneziovan O nuneztovari
536 An nuneziovan COLI
629 An nuneriovan COLI
644 An nuneztovan COL
647 An nuneziovan COL
631 An nuneziovan COL
648 An nunefovan COL
= B43 An nunestovan COLI
X1 An pasudopuncipenne FCU
304 An pseudopunctipennis ECL
302 An pseudopunclipennis ECL
pr— ) ) 302 An paeudopunctipennis ECU pseudopunctipennis
613 100/89 | l 30T An paevdopunchipennis COL InC|U e ECU
X An pesudopuncipennis OO0 v
108 An pesudopunclipennm NK
306 An peeydopuncipennis 00
TRO An mquanaks ARAI "
1T 782 An acuasain COU | aquasalis
- TOO An altdlaisin 50 FARI
P01 An. sitdarsis. 0. ARGH | albitarsis ss
702 An albitarsis 8a BIAI
-mr 751 An oryzalmnetes BIAI
F40 An oy 2 abrmiates BAAI
140 An janconnas BFAI
07 An altllarse | COU
100/53 TO8 An altitarsis F VNS
- 741 An janconnae BRAI albitarsis s.
G10 721 An maiajoara BRAI
722 An maiajoara BRAI
103 An altetarsss H BRAI
704 An albetarus H BRAI
720 An marajosra BRAI

10 T30 An deansorum BRAI

731 An deaneorum BRAI
705 An albitarsia G BRAI
706 An albitarsis G BRAI

-

identificada morfologica y molecularmente en el
Ecuador (Wilkerson, 1991; Gonzalez et al., 2010),
sin embargo las secuencias disponibles (“barcoding”)
no pudieron ser alineadas de manera confiable en las
secuencias COI “no barcoding” aqui utilizadas.

Las secuencias de “punctimacula” y An.
intermedius del clado F, tienen adicionalmente,
una divergencia del 5% descartando la posibilidad
de ser coespecificas. Por otra parte, la secuencia
“punctimacula-Colombia” del subclado GI1, se
ubic6 muy alejada con un 13% de divergencia
correspondiendo a un error de identificacion, sin
embargo es interesante la ubicacion tnica y aislada de
la misma correspondiendo a una unidad taxonomica
de la cual su identificacion probable es de dificil
inferencia con la informacion presente.
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Subgénero Nyssorhynchus, Caso Anopheles rangeli,
“no oswaldoi”

El subgénero Nyssorhynchus es conocido
por presentar varios Complejos con especies de
dificil identificacion y grupos de especies bajo actual
confusion, en algunos casos por no tener disponibles
holotipos y/o ausencia de caracteres morfologicos
diagnosticos claros (ejem. An. benarrochi), y en
otros por poseer una alta variabilidad fenotipica y
genotipica que hace compleja la determinacion de
unidades taxonomicas inequivocas.

Anopheles oswaldoi s.l. es una de estas
especies, lo cual se evidencia en diferentes articulos
recientes (Conn, et al., 2013; Orjuela et al., 2013;
Ruiz et al., 2005; Ruiz-Lopez et al., 2013; Rubio-
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Fig. 6. Detalle del clado G, mostrando la monofilia de las secuencias de albimanus, que incluye las
secuencias de Ecuador. El clado muestra la monofilia de triannulatus s.I. y An. darlingi. El subclado G6
muestra la secuencia “no rangeli” asociada con 0% de divergencia con An. benarrochi B. Valores arriba

de la rama: % consenso mayoria / % bootstrap.

100/75
a7

015.An

100/92

l 622 An rangeli. COLI
299 An benarrochi B COLI
I- 296 An benarrochi B COLI

100/88
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e 770 An.triannulatus sl BRAI
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b= 772 An tnannulatus ss. COLI
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774 An triannulatus sl COLI

100/75 650.An darlingi BRAI
G8 651 An darlingi BRAI

652 An darlingi. VNZI

002 An albimanus ECUI

158 An albimanus AMCI

069 An albimanus COLI
151 An.albimanus AMCI
212 An albimanus NICI
227 An.albimanus PANI
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triannulatus s.|
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001.An.albimanus. ECUI
005 An albimanus ECUI

003.An albimanus ECUI
albimanus

albimanus.COLI Incluye ECU

benarrochi B, NO rangeli COL

Palis et al., 2013; Scarpassa, 2005; Scarpassa & Conn,
2006) y en donde especies como oswaldoi, rangeli
y benarrochi estan siendo confundidas sin tener una
certeza de cual es la unidad taxondémica “correcta”. El
complejo An. oswaldoi esta conformado por al menos
cuatro especies (Ruiz-Lopez ef al., 2013), siendo su
identificacion generalmente dificultosa debido a la
variacion intra-especifica y caracteres diagnosticos
poco claros (o apormorfias putativas erroneas) entre
especies en las fases adultay en pupa, que hacen dudosa
su identificaciéon mediante claves morfologicas y se
pueden producir identificaciones incorrectas. Tal es el
caso de una variante morfoldgica de An. benarrochi,
que en su estadio adulto es facilmente confundible
con An. oswaldoi (Quifones ef al., 2001) y en otros
casos la descripcion de benarrochi y caracteres
apomorficos putativos en las claves utilizadas puede
llevar a confusiones con An. aquasalis (Faran, 1980;,
Navarro et al., 2009), lo que puede ser producto de
la misma variabilidad del complejo de especies y/o
posibles sinonimias no esclarecidas.

La Fig. 4 (clado G), muestra igualmente
parafilia en la ubicaciéon de las secuencias de An.
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oswaldoi disponibles en GenBank. Esta especie tiene
como localidad tipo en Brasil, por lo que asumimos
que el subclado G3 se corresponde con la presencia
de oswaldoi s.s (secuencias de Scaprassa & Conn,
20006, verificadas en Ruiz-Lopez ef al., 2013). Este
ultimo grupo es basal a dos subclados compuestos por
secuencias identificadas como konderi + “oswaldoi
A” (G4) y mas internamente al subclado G5 con
secuencias de An. rangeli + “An. oswaldoi Ecuador”.
La topologia del arbol muestra las secuencias
“oswaldoi” de Ecuador en el subclado hermano a las
secuencias de 4An. rangeli de Colombia, no asi con el
Complejo oswaldoi, sin embargo la divergencia entre
las secuencias fue de 3-6% sugiriendo la posibilidad
de una entidad taxondémica diferente. No obstante
secuencias de An. nr. konderi y An. oswaldoi B de
Ecuador estan disponibles (Ruiz-Lopez et al., 2013),
éstas son de la porcion “barcoding” y no fue posible
realizar un alineamiento confiable.

Otra secuencia rotulada como “rangeli”
se ubica en el subclado G6 junto a secuencias de
benarrochi B (Fig. 5), ambas secuencias de Orjuela et
al. (2013), lo que confirma la confusion morfoldgica
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existente en algunos grupos de Nyssorhynchus. La
divergencia calculada para las secuencias de este
subclado fue de 0,0%, resultando idénticas, por tanto
asumimos una identificacion o rotulacion erronea.
Asumimos este subclado G6 como An. benarrochi B,
atn cuando no sera posible verificar su validez sin
la realizacion de profundos estudios morfoldgicos y
genéticos debido a la inexistencia del holotipo de 4n.
benarrochi y la imposibilidad de colectar ejemplares
en lalocalidad tipo en diferentes oportunidades debido
a los profundos cambios ecoldgicos ocurridos en la
zona (Navarro &y Wilkerson datos no publicados).
Esta especie ha sido sefialada por diferentes articulos
(Estrada et al., 2003; Navarro et al., 2009; Orjuela et
al.,2013; Quidiones et al., 2001, Ruiz et al., 2005), sin
embargo su identidad taxonomica tanto morfologica
como molecular estd atn por definir.

Casos pseudopunctipennis, 'y albimanus: baja
variabilidad y congruencia fenotipo-genotipo.

Caso An. pseudopunctipennis

Es una especie de amplia distribucion en el
continente (Rueda et al., 2004, Sinka et al., 2010)
y se encuentra con mayor frecuencia en las areas
montafiosas (Shannon & Davis, 1927; WRBU, 2013),
aunque su distrubucion altitudinal esta entre el nivel
del mar hasta por encima de los 3.000 m (Sinka et
al., 2010). Su estatus ha sido algo controversial con
propuestas de tres poblaciones cripticas (Estrada-
Franco, et al., 1992; 1993a; 1993b). Coetzee et al.
(1999) también sefalan tres entidades incluyendo
material de Granada (localidad tipo de la especie)
y México como una tercera entidad, otros autores
sefialan un Complejo con dos especies (Casas, 2004;
Manguin ef al., 1995), mientras que en una geografia
mas restringida como Argentina, demuestra ser una
sola entidad evolutiva (Dantur-Juri et al., 2014).

Las secuencias COI disponibles de An.
pseudopunctipennis en GenBank provienen de
Colombia y Nicaragua se ubican en el subgrupo
G13 (Fig. 6) incluyendo las secuencias provenientes
de Ecuador lo que confirma su identificacion y
la presencia en el pais tal como ha sido sefialado
previamente (Levi-Castillo 1944, 1956). Las
secuencias de Ecuador muestra una divergencia
intra hasta el 1%, mientras que con las secuencias
de Colombia y Nicaragua de 2 y 3%, lo que sugiere
una variabilidad asociada posiblemente con distancia
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geografica. Lamentablemente, las secuencias COI de
Argentina (Dantur ef al. 2014) no alinearon de forma
confiable por ser de una porcion diferente de la aqui
utilizada.

Caso An. albimanus

La especie Anopheles (Nyssorhynchus)
albimanus tiene un amplio intervalo de distribucion
dominando las zonas bajas y salobres desde México,
Centro América, el Caribe y la Costa Pacifica de
América del Sur (Guimares, 1997; Knight-Stone, 1977,
Sinka et al., 2012) siendo muy abundante en la costa de
Ecuador (datos no publicados de los autores, material
de Coleccion CIZ-UCE). Se le considera una eficiente
voladora, que logra dispersarse hasta 3 km desde un
punto de liberacion experimental (Faran, 1980). En
Panama, los adultos han logrado dispersarse al menos
19 km desde los sitios de cria, cubriendo tal distancia
en una serie de vuelos cortos (Rozeboom, 1941), sin
embargo no se ha demostrado evidencias morfologicas
ni genéticas de posible diferenciacion o subpoblaciones
a lo largo de su distribucion (Black ef al., 1988).

Este patron se observa en el subclado
G9 (Fig. 5), donde se muestra la ubicacion de una
representacion (11 secuencias) de la totalidad de las
secuencias de albimanus utilizadas (124 secuencias,
arbolno mostrado) que incluye material proveniente de
diferentes autores y desde América Central, Colombia
y Ecuador continental y de las Islas Galapagos, sin
mostrar estructura filogenética divergente, con fuerte
politomia en el arbol total y con una divergencia entre
0-2% entre secuencias de América Central, Colombia
y Ecuador (continental e Islas Galapagos) mostrando
una alta homogeneidad genética y que evidencia una
sola unidad taxonomica. Este resultado muestra la
correcta identificacion de las secuencias de Ecuador
en donde esta especie comparte el mismo ambiente
costero que otra similar como lo es Anopheles
aquasalis Curry (datos no publicados de los autores,
Coleccion CIZ-UCE), ubicadas en el clado distante
G11 (Fig. 5) con secuencias de Colombia y Brasil.

Consideraciones finales

El uso de COI en filogenia y taxonomia
molecular cada vez cobra mas valor, incluyendo el
uso mediante el método de “barcoding”. En algunos
casos y dependiendo del nivel jerarquico en que se
trabaja la informacion puede ser util para establecer
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relaciones evolutivas, mientras que en otros casos es
muy util para establecer unidades taxonémicas (ejem.
especies filogenéticas) como los casos que mostrados.
Aqui demostramos coomo es posible aclarar limites
entre especies diferentes mediante su ubicacion en
ramas o clados con monofiiliia reciproca, la topologia
COI, con base en las localidades tipo de las especies o
secuencias disponibles, y con valores de divergencia
inter e intra clados, sin asumir en las topologias de los
arboles relaciones evolutivas entre grupos.

En este aporte también evidenciamos la
existencia de secuencias depositadas en GenBank
que no necesariamente estan acordes con el rétulo
o denominacion taxonomica, las cuales en algunos
casos han sido identificadas mediante “Blast search”,
una herramienta de GenBank-NCBI que realiza
alineamientos por %porcentaje de identidad o simple
similaridad (no %porcentaje de homologia como
sefialan muchos autores). Un efecto negativo de este
proceso es que de no existir secuencias de especies
cercanas evolutivamente, la busqueda arroja una
mayor identidad con las secuencias disponibles
pero no con aquellas cercanas por homologia real.
En nuestro caso, las secuencias de dos especies
colectadas en Ecuador y de dificil identificacion
morfologica como Anopheles punctimacula y An.
oswaldoi resultaron ubicadas en nuestro analisis
explicito en clados correspondientes a unidades
taxondmicas diferentes.

Por esta razon, en analisis de taxonomia
molecular, que tiene como objetivo la identificacion
de unidades taxonomicas, deben construirse hipotesis
filogenéticas con métodos de homologia (no de
distancia) para la corroboracion y ubicacion correcta de
las secuencias/especies a utilizar en el grupo de estudio.

En el presente estudio, corroboramos
la presencia de secuencias/especies de An.
pseudopunctipennis 'y An. albimanus, mientras que
corregimos la identificaciéon molecular de secuencias
cercanas a An. rangeli (no oswaldoi) y permanece
en duda la identificacion correcta de las secuencias
relacionadas el grupo punctimacula hasta tener
disponibles un mayor nimero de secuencias COI de
especies relacionadas. Sin embargo, de acuerdo al
criterio de localidad tipo, estas no pertenecen a An.
punctimacula sensu stricto.
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Finalmente, la matriz de ADN-COI de 520
pb de 241 secuencias pertenecientes a 36 especies
construida para estos analisis resultara de utilidad para
la identificacion molecular de especies de anofelinos
de Ecuador y del Neotropico con base en la porcion
2.272 pb a 2.792 pb de Citocromo Oxidasa I.
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RESUMEN

En zonas endémicas y remotas con poblacion
indigena vulnerable, es necesario aplicar medidas que
contribuyan a contrarrestar el aumento de la malaria, adicionales
al diagnostico temprano, tratamiento y control vectorial. Se
evaltia el cambio en niveles de conocimiento, actitudes y
practicas (CAP) en relacién a la prevencion y control de la malaria
en una poblacién escolar indigena de nivel primario, luego de la
aplicacion de un proyecto pedagdgico de aula. Se realizé una
evaluacion cuantitativa, siguiendo un disefio cuasi-experimental,
tipo preintervencion y postintervencion de caracter exploratorio,
con poblacién escolar de 3er y 4to grado,en cinco comunidades
del pueblo Ye’kwana de la cuenca del rio Caura (Estado
Bolivar, Venezuela). Docentes interculturales bilinglies, previo
consentimiento informado, realizaron la intervencion educativa
y evaluaron resultados con el uso de un cuestionario sobre
conocimientos, actitudes y practicas traducido al Ye kwana.
Se analizaron los datos de la intervencion mediante prueba de
rangos con signo de Wilcoxon para datos pareados (prueba de
dos colas), antes de la intervencion (T1), al finalizar la misma
(T2) y un tiempo después de la intervencion (T3=45-60 dias).
En el intervalo T1-T3 se registraron cambios positivos y mejoras
significativas (P<0,05) en todas las preguntas de conocimiento, y
en el area de actitud hubo cambios no significativos. En el area de
practica para el control de la malaria, las respuestas registradas
fueron mixtas. Los resultados indican que el proyecto pedagdgico
de aula evaluado puede ser muy util en la prevencion y control
de la malaria, desde las escuelas comunitarias indigenas.

Palabras clave: malaria, ecosalud, Ye'kwana, intervencion
educativa,Caura.

INTRODUCCION

Para Venezuela el desafio de prevenir y
controlar la malaria supone abordarla enérgicamente
en la region Guayana, especialmente en el estado

SUMMARY

In remote areas with endemic and vulnerable
indigenous population, it is necessary to implement
measures that help to offset the increase of malaria, in
addition to theearly diagnosis, treatment and vector
control. Here, we evaluate a classroom project to
change levels of knowledge, attitudes and practices
(KAP) in relation to the prevention and control of malaria
in amerindian school population of primary level. We
carried out a quantitative assessment, under a quasi-
experimental “before and after” design, with children from
3rd and 4th grades in five Ye'kwana communities inthe
Caura River Basin (Bolivar State, Venezuela). According
to previously informed community consent, intercultural
bilingual teachers performed and evaluated results
of the educational intervention using a questionnaire
on knowledge, attitudes and practices translated into
Ye'kwana language. Intervention data were analyzed by
Wilcoxon signed pairedtests. We compared differences
between before intervention (T1), immediately after
(T2), and also some time afterthe intervention (T3 = 45-
60 days).In the T1-T3 interval significant improvements
(P<0.05) were recorded in all questions of knowledge and
a positive, non-significant changes in all attitude questions.
Changes in practices for malaria prevention were mixed.
The results show thepotentialforthe classroom-teaching
project tested toassist in the prevention and control of
malaria at indigenous community schools.

Key words: malaria, ecohealth, Ye kwana, educational
intervention,Caura.

Bolivar, donde se concentra mas de 87,7% de los
casos. Entre los afios 2012 y 2014 en dicho estado el
numero de casos aument6 de 44.150 a 71.802 y hasta
la semana epidemioldgica 22 del 2015, se registra
un acumulado de 40.107 casos (MPPS, 2012, 2014,
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2015). El estado Bolivar esta en epidemia de malaria
desde hace més de un quinquenio,a pesar deque en
el pais existe la experticia en la erradicacion de la
malaria (Gabaldon, 1983).

Una  revision de los  Boletines
Epidemiologicos a nivel de parroquias en el area
de estudio de este trabajo, la cuenca del rio Caura
(municipios Sucre y Cedefio), revela que el patron
de incremento de la malaria es similar al registrado
en el estado Bolivar para el mismo periodo (Tabla I).
Resulta igualmente alarmante, que para el afio 2014
el total nacional de casosde malaria en grupos etarios
de edad pre-escolar, escolar y bachillerato (intervalo
0-19 afios) igualé al numero de casos en grupos
etarios de edad laboral activa (intervalo 30-49 afios),
situacion que sugiere la transmision activa de la
malaria en el hogar, asi como una condicion creciente
de vulnerabilidad en nifios, nifias y adolescentes en
Venezuela.

Estudios previos explican la prevalencia de
la enfermedad al sur de pais debido a la reduccion
del presupuesto para las actividades del programa
de malaria, el aumento de la actividad minera, la
migracion de la poblacion a zonas endémicas, el
comportamiento exofilico del vector, y fronteras
remotas donde las actividades de control son
dificiles deponer en practica (Sandoval de Mora
1997; Moreno et al., 2007). Por su parte, Medina
et al. (2011) sefialan que la cuenca del rio Caura es
ambientalmente favorable para la transmision de la
malaria porque las zonas de riesgo muy alto a bajo se
distribuyen en toda la cuenca y ocupan mas de 90%
de su superficie. Asimismo sugieren que los paisajes
surcados por la red de drenajes en zonas de riesgo,
son de importancia epidemioldgica por su vinculacion

Tabla I. Numero de casos de malaria en los anos
2012 y 2014 en la region del rio Caura, Parroquias
del Municipio Sucre del Estado Bolivar, Venezuela
(MPPS, 2012; 2014).

Parroquia 2012 2014
Aripao 620 1.586
Guarataro 463 349
Las Majadas 160 73
Maripa 378 760
Moitaco 295 600
Total 1.916 3.368
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con la dispersion de la malaria a través de corredores
riberefios, utilizados ampliamente por la poblacion
local.

Pocos estudios investigan la transmision
de la malaria en comunidades amerindias al sur de
Venezuela y solo algunos, analizan el comportamiento
individual como elemento determinante en su
prevalencia. Bevilacqua et al. (2009;2015) identifican
diversos factores que explican la presencia de la
malaria en areas remotas con poblacion indigena en la
cuencadelrio Caura, incluyendo aquellos relacionados
con el comportamiento y la educacion para la salud:
a) desconocimiento general de la enfermedad, sus
causas, sintomas, tratamiento y prevencion; b) falta
de valoracion y abandono paulatino de los sistemas
tradicionales parala prevencion y control de lamalaria,
adherencia insuficiente al tratamiento antimalarico
y uso limitado del mosquitero; c) educacion y
sensibilizacion deficiente en los hogares y Ila
comunidad, y d) baja participacion y empoderamiento
local en la identificacion y adecuacion de respuestas
para la prevencion y control de la malaria, a nivel de
individuo, hogar y comunidad.

Hay razones para pensar que el aumento
en la incidencia de la malaria en el sur de Venezuela
puede estar asociado a la ausencia de un enfoque
sistémico en el programa de control de la enfermedad
y de acciones en educacion para salud dirigido a las
poblaciones mas afectadas (Bevilacquaeral.,2015).La
evidencia disponible muestra que las intervenciones
utilizadas globalmente para reducir la prevalencia de
la enfermedad en areas endémicas (Ej. diagnostico
temprano y tratamiento, rociamiento intradomiciliario
con insecticidas residuales, mosquiteros tratados
con insecticidas, entre otros) no funcionaran como
se espera a menos que las personas, sus familias y
comunidades entiendan claramente "gquién debe
hacer queé" 'y, las responsabilidades individuales
para neutralizar la red de factores que mantienen a la
enfermedad en sus hogares y territorios.

Diversos estudios dan cuenta del éxito de
intervenciones educativas en la modificacion de
conductas nutricionales (Sanchez et al., 2014; Pérez
& Delgado 2012) y en la prevencion de la malaria y
dengue (Suarez-Mutis et al., 2011; Alvarado et al.,
2006; Soto et al., 1995), asi como la pertinencia en
el uso de encuestas sobre conocimiento, actitudes y
practicas (CAP), como herramienta para el abordaje
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intercultural de la malaria (OPS, 2008, Sojo-Milano
et al., 2008; Rodriguez et al., 2003). En Venezuela
no encontramos experiencia de intervenciones
educativas interculturales bilinglies en salud y
posterior evaluacion de suimpacto en lamodificacion
de conocimiento y conductas en poblacion escolar
indigena. Por presentarse en el estado Bolivar las
areas con mayor transmision de malaria del pais
en las tltimas dos décadas, es necesario y urgente
incorporar la perspectiva de educacion para abordar
la eliminacion de la malaria local en areas remotas
con poblacion amerindia, desde la escuela y con la
movilizacion de toda la comunidad.

En este articulo se evaluan los cambios
de conocimientos, actitudes y practicas vinculados
a la prevencion y control de malaria en escolares
indigenas, producto de la instrumentacion de un
proyecto pedagégico de aula, en comunidades
indigenas remotas de la cuenca del rio Caura, estado
Bolivar, Venezuela. La intervencién educativa con
enfoque de ecosalud se llevo a la practica mediante
la participacion de docentes interculturales
bilinglies y la participacion activa de agentes de
salud comunitarios, quienes desarrollan areas de
conocimiento del curriculo nacional vigente del
sistema de educacion primaria (matematica, ciencias
naturales y sociedad), utilizando contenidos sobre
la malaria de forma transversal en la estrategia de
ensefianza-aprendizaje.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio y seleccion de comunidades

El area de estudio se localiza al sur de
Venezuela, en zonas remotas de la cuenca del rio
Caura, municipios Sucre y Cedefio del estado
Bolivar, en la region central del Escudo Guayanés
venezolano (Fig. 1), descrita en trabajos previos
(Bevilacqua & Ochoa 2001; Bevilacqua et al., 2009;
Colchester et al., 2004; Machado-Allison et al.,
2003; Rosales et al., 2003). Para este estudio fueron
seleccionadas las siguientes comunidades del pueblo
Ye'kwana: Jiwiitiiniia (Santa Maria de Erebato),
Anadekenna (Boca de Pifia) y Sayusorinfia (Boca de
Cusime) en el rio Erebato; Wiinkiiyadinfia (Boca de
Nichare) en el bajo rio Caura y Kanadakuni en el
alto rio Caura. Esta seleccion se hizo, considerando
la representatividad geografica, homogeneidad
cultural, presencia de ambulatorios y agentes de
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salud comunitaria, asi como el acceso logistico y
el compromiso de los docentes comunitarios para
aplicar el proyecto de aula.

Descripcion de la intervencion y evaluacion

La intervencion educativa consistio en la
aplicacion de un proyecto pedagogico de aula sobre
la malaria dirigida a escolares de las comunidades
antes mencionadas, para la ensefianza de contenidos
dirigidos a fomentar conocimientos, actitudes y
practicas hacia la prevencion y control de la malaria.
La intervencion se aplico a toda la poblacion escolar
de 3er y 4to grado de nivel primario en cinco
escuelas, siguiendo los lineamientos establecidos
en la “Guia Pedagdgica del Docente Comunitario
para la prevencion y el control de la malaria en
poblaciones indigenas de la cuenca del rio Caura,
estado Bolivar”, el cual adapta resultados de una
investigacion epidemiologica sobre malaria con
enfoque de ecosalud en la cuenca del rio Caura, para
la ensefnanza de contenidos de ciencias y matematica
del curriculo bolivariano de educacion primaria
(Bevilacqua et al., 2012). La seleccion del grupo meta
de 3er y 4to grado se baso en los siguientes criterios:
a) disponen de competencias cognitivas-intelectuales,
cognitivas-motrices y cognitivas-afectivas de interés
al estudio piloto y, b) la guia pedagogica pertinente al
Proyecto de Aula sobre La Malaria, la cual desarrolla
contenidos escolarizados para la ensefanza del
curriculo de educacion primaria de 3er y 4to grados
(Bevilacqua et al., 2012). En todas las escuelas se

Fig. 1. Localizacion nacional y regional de la
cuenca del rio Caura, estado Bolivar, Venezuela.
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aplicaron las actividades 2, 3,4, 5,6, 7, 12, 13, 14y
16 de la guia pedagogica en cuestion,con estrategias
de ensefianza-aprendizaje similares y pertinencia
local en términos ambientales, culturales, sociales,
econdémicos y epidemiolédgicos. El trabajo de campo
fue liderado por un equipo indigena conformado
por ocho docentes interculturales bilinglies y un
coordinador educativo y facilitador, responsable de
las traducciones Castellano-Ye kwana-Castellano,
quienes fueron previamente capacitados para tal
fin. El estudio contd con el consentimiento previo
informado de la Organizacion Indigena del Caura
KUYUJANI, otorgado en asamblea anual y de cada
docente intercultural bilingiie participante.

Se hizo una evaluacion de los cambios
en conocimientos, actitudes y practicas (CAP), de
forma cuantitativa, con diseflo cuasi experimental
tipo pretratamiento y postratamiento, sin grupo
control, entre marzo-diciembre de 2014. Se elaboro
un cuestionario con base en la revision de estudios
similares (OPS, 2008; Alvarado et al., 2000) y la
consulta académica a especialistas en el area de
planeamiento y desarrollo curricular de educacion
primaria, el Dr. Jorge Luis Altuve y la Dra. Gladys
Villarroel, en estudios en ciencias sociales, ambos
investigadores de la Escuela de Educacion de la
Universidad Central de Venezuela. El cuestionario
consta de nueve preguntas independientes sobre
la malaria en las areas de conocimiento (ciclo de
transmision y causas de la enfermedad, preguntas
1, 2, 3 y 4), actitud hacia la enfermedad (interés en
conocer y participar en actividades de prevencion
y control: preguntas 5 y 6) y practicas relativas
a su prevencion y control (uso de mosquiteros y
adherencia al tratamiento: preguntas 7, 8 y 9).

Los docentes indigenas aplicaron un
cuestionario en forma oral e individual en lengua
Ye'kwana a cada escolar antes de la intervencion
educativa (T1) y el investigador principal registro
las respuestas en una planilla, con el apoyo del
facilitador traductor indigena. Posteriormente,
este procedimiento fue repetido por los docentes al
finalizar la intervencidon educativa (T2) y entre uno
y cuatro meses después de finalizar la intervencion
(T3). Su aplicacion se hizo sin validacion previa por lo
remoto de las comunidades indigenas y limitaciones
presupuestarias para realizar una segunda visita. Los
cuestionarios respondidos fueron remitidos por los
docentes a los investigadores, quienes transcribieron
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y estandarizaron los datos en hojas electronicas
de calculo Microsoft® Excel®. A cada respuesta
se le asignd un puntaje de 1 a 4, excepto en la
pregunta 4, cuyo maximo valor fue de tres puntos.
Los puntajes altos (ej. 3 6 4) indican un mayor
nivel de conocimientos, actitudes mas acertadas, o
practicas que favorecen la prevencion y el control
de la enfermedad. Las alternativas “no sabe” 'y “no
contesta’ se codificaron con un valor de uno, minimo
valor de la escala.

Analisis de datos

Los resultados de la intervencion se
evaluaron comparando entre si los puntajes de los
cursantes en T1, T2 y T3 mediante la prueba de
rangos con signo de Wilcoxon para datos pareados
(prueba de dos colas). La hipétesis nula de la prueba
fue que la mediana de las diferencias en puntaje
entre dos tiempos distintos es cero. Las pruebas
estadisticas se hicieron con el programa SPSS version
17.0. Las respuestas se evaluaron por separado
segun la pregunta y se tomd como nivel critico de
significacion 0=0,05. Se compararon las respuestas
de los cuestionarios aplicados entre T1 vs T2, entre
T2 vs T3 y entre T1 vs T3. Las comparaciones de
la prueba de Wilcoxon se hicieron en el sentido
T2-T1, T3-T2 y T3-T1, de modo que en las tablas
de significacion de los cambios, los aumentos de
puntuacion se basan en diferencias negativas de rango
y las reducciones se basan en diferencias positivas de
rango. En cada tabla se indica el sentido del cambio
de puntuacion y en cuales rangos esta basado cada
valor de probabilidad. Para un examen mas detallado
de los cambios, los valores de puntuacion media y
mediana de cada prueba y cada pregunta se muestran
en tablas separadas.

RESULTADOS
Poblacion de estudiantes participantes

En total participaron 89 estudiantes,
distribuidos de la siguiente manera: 76 estudiantes en
el cuestionario T1, 72 estudiantes en el cuestionario
T2 y 34 estudiantes en el cuestionario T3. Puesto
que no todos los alumnos participaron en los tres
cuestionarios (Tabla II), en las distintas pruebas
pareadas hubo distintos tamafios muestrales. Por
tanto, se hicieron comparaciones entre escolares que
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Tabla Il. Puntuaciones por pregunta* de los 23 escolares de la Serie A.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
Prueba pre-intervencion (T1)
Media 2,04 2,13 2,09 2,22 3,74 3,65 2,83 3,22 3,22
Mediana 2,00 2,00 2,00 2,00 4,00 4,00 3,00 3,00 3,00
Minimo 1 1 1 1 1 1 2 1 1
Maximo 3 3 3 3 4 4 4 4 4
Prueba post-intervencion (T2)
Media 1,96 2,91 2,39 2,87 3,65 3,61 2,04 2,74 2,83
Mediana 2,00 3,00 2,00 3,00 4,00 4,00 2,00 3,00 3,00
Minimo 1 2 1 2 1 1 1 2 1
Maximo 3 4 4 3 4 4 3 4 3
Prueba post-intervencion (T3)
Media 2,74 3,04 2,70 2,74 3,35 3,17 3,30 3,57 3,74
Mediana 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 4,00 4,00 4,00
Minimo 2 2 1 1 1 1 1 1 1
Maximo 4 4 3 3 4 4 4 4 4

*Preguntas: P1 ;Qué es la malaria?, P2 ;Cual es el ciclo de la malaria?, P3 ;Cuales son las causas de la malaria?, P4 ;Has escuchado hablar de la malaria?, P5
(Te gustaria aprender mas sobre la malaria?, P6 ;Te gustaria participar en actividades para reducir la malaria?, P7 ;Usas el mosquitero cuando vas a dormir?,
P8 Cuando tienes fiebre ¢le pides a tu mama 6 papa que te lleve al ambulatorio?, P9 Cuando alguien de tu familia tiene malaria ;le pides que se tome todas

las pastillas que le mandé el enfermero?.

participaron en T1, T2 y T3, llamada Seric A con
n=23 y estudiantes que participaron en al menos dos
de ellos y que conforman la Serie B, la cual incluye
n=59 para la prueba T1-T2 y n=33 para la prueba T2-
T3.

Serie A. Participantes en todos los cuestionarios (T1,
12y T3)

Los detalles de las puntuaciones por
pregunta y por prueba se muestran en la Tabla II.

En el area de conocimientos, entre T1 y T2
y entre T2 y T3, hubo mejoras significativas o bien
cambios no significativos (en ambos sentidos) que
produjeron una mejora neta significativa entre T1 y
T3 en las cuatro preguntas (Tabla III). En el area de
actitudes, tanto entre T1 y T2 como entre T2 y T3,
hubo descensos no significativos que no produjeron
cambios netos significativos entre T1 y T3 (Tabla
III). En cuanto a las practicas, entre T1 y T2 hubo
dos cambios negativos y significativos, mientras
que entre T2 y T3 todos los cambios fueron mejoras
significativas (Tabla III). Entre T1 y T3, s6lo hubo un
cambio neto (Pregunta 9, mejoria significativa).
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Serie B. Participantes en al menos dos cuestionarios
(Tlvs T2y T2 vs T3)

Los detalles de las puntuaciones por pregunta
y por prueba T1 vs T2 se muestran en la Tabla I'V. En
la prueba T1 vs T2 hubo mejoras en cinco preguntas y
desmejoras en cuatro, pero sélo se registran cambios
significativos (positivos) en las preguntas dos y cuatro
del area de conocimientos (Tabla V); en lo demas los
cambios no fueron significativos. Los detalles de las
puntuaciones por pregunta y por prueba T2 vs T3 se
muestran en la Tabla VI. En la prueba T2 vs T3 una
pregunta del area de conocimientos (P1) y las tres
del area practica mostraron mejorias significativas, el
resto no mostroé cambios significativos (Tabla VII).

DISCUSION

En los resultados de la intervencion
en la Serie A y Serie B, se observa un patron de
mejoras estadisticamente significativas en el nivel
de conocimiento sobre la malaria en los escolares
después de la intervencion educativa, y este progreso
ocurre en las tres combinaciones de tiempos de
evaluacion: T1 vs T2, T2 vs T3 y T1 vs T3. En otras
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Tabla lll. Significacion de las pruebas pareadas Wilcoxon por pregunta* de los 23 escolares de la Serie A.
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

Prueba T1 vs T2

Valor de Z -0,632a -3,051b -1,342b -2,950b -0,106a -0,138b -2,763a -2,399a -1,889a
Significacion 0,527 0,002 0,180 0,003 0,915 0,890 0,006 0,016 0,059
Prueba T2 vs T3

Valor de Z -3,819a -0,905a -1,410a -0,905b -1,253b -1,667b -3,249a -3,266a -3,911a
Significacion 0,000 0,366 0,159 0,366 0,210 0,095 0,001 0,001 0,000
Prueba T1 vs T3

Valor de Z -2,893a -3,463a -2,952a -2,364a -1,659b -1,869b -1,896a -1,469a -2,195a
Significacion 0,004 0,001 0,003 0,018 0,097 0,062 0,058 0,142 0,028

a. Basado en los rangos positivos. b. Basado en los rangos negativos.

* Preguntas: P1 ;Qué es la malaria?, P2 ;Cual es el ciclo de la malaria?, P3 ;Cuales son las causas de la malaria?, P4;Has escuchado hablar de la malaria?, P5
(Te gustaria aprender mas sobre la malaria?, P6 ;Te gustaria participar en actividades para reducir la malaria?, P7 ;Usas el mosquitero cuando vas a dormir?,
P8 Cuando tienes fiebre ¢le pides a tu mama 6 papa que te lleve al ambulatorio?, P9 Cuando alguien de tu familia tiene malaria ¢le pides que se tome todas
las pastillas que le mando el enfermero?.

Tabla IV. Puntuaciones por pregunta* de los 59 escolares de la prueba T1 vs T2, Serie B.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
Prueba pre-intervencion (T1)
Media 2,36 2,34 2,34 2,61 3,76 3,68 2,66 3,12 2,85
Mediana 2,00 2,00 2,00 3,00 4,00 4,00 3,00 3,00 3,00
Minimo 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Maximo 3 3 4 3 4 4 4 4 4
Prueba post-intervencion (T2)
Media 2,15 2,80 2,44 2,83 3,80 3,69 2,41 2,92 2,63
Mediana 2,00 3,00 2,00 3,00 4,00 4,00 3,00 3,00 3,00
Minimo 1 1 1 1 1 1 1 2 1
Maximo 3 4 4 3 4 4 4 4 4

* Preguntas: P1 ;Qué es la malaria?, P2 ;Cual es el ciclo de la malaria?, P3 ;Cuales son las causas de la malaria?, P4;Has escuchado hablar de la malaria?, P5
(Te gustaria aprender mas sobre la malaria?, P6 ;Te gustaria participar en actividades para reducir la malaria?, P7 ;Usas el mosquitero cuando vas a dormir?,
P8 Cuando tienes fiebre ¢le pides a tu mama 6 papa que te lleve al ambulatorio?, P9 Cuando alguien de tu familia tiene malaria ¢le pides que se tome todas
las pastillas que le mand6 el enfermero?.

Tabla V. Significacion delas pruebas pareadas Wilcoxon por pregunta* de los 59 escolares de la prueba
T1 vs T2, Serie B.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
ValordeZ  -1,855a -2,509b -0,425b -2,034b -0,248b -0,257b -1,744a -1,430a -1,591a
Significacion 0,064 0,012 0,671 0,042 0804 0797 0081 0153 0,112

a. Basado en los rangos positivos, b. Basado en los rangos negativos.

* Preguntas: P1 ;Qué es la malaria?, P2 ;Cual es el ciclo de la malaria?, P3 ;Cuéles son las causas de la malaria?, P4;Has escuchado hablar de la malaria?, P5
(Te gustaria aprender mas sobre la malaria?, P6 ;Te gustaria participar en actividades para reducir la malaria?, P7 ;Usas el mosquitero cuando vas a dormir?,
P8 Cuando tienes fiebre ¢le pides a tu mama 6 papa que te lleve al ambulatorio?, P9 Cuando alguien de tu familia tiene malaria ;le pides que se tome todas
las pastillas que le mand6 el enfermero?.
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Tabla VI. Puntuaciones por pregunta* de los 33 escolares de la prueba T2 vs T3, Serie B.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
PruebaT2
Media 2,06 2,94 2,48 2,88 3,64 3,58 2,15 2,73 2,85
Mediana 2,00 3,00 2,00 3,00 4,00 4,00 2,00 3,00 3,00
Minimo 1 2 1 2 1 1 1 2 1
Maximo 3 4 4 3 4 4 4 4 4
Prueba T3
Media 2,67 3,18 2,73 2,79 3,45 3,33 3,27 3,53 3,67
Mediana 3,00 3,00 3,00 3,00 4,00 3,00 4,00 3,00 4,00
Minimo 1 2 1 1 1 1 1 1 1
Maximo 4 4 3 3 4 4 4 4 4

* Preguntas: P1 ;Qué es la malaria?, P2 ;Cual es el ciclo de la malaria?, P3 ;Cuales son las causas de la malaria?, P4;Has escuchado hablar de la malaria?, PS
(Te gustaria aprender mas sobre la malaria?, P6 ;Te gustaria participar en actividades para reducir la malaria?, P7 ;Usas el mosquitero cuando vas a dormir?,
P8 Cuando tienes fiebre ;le pides a tu mama 6 papa que te lleve al ambulatorio?, P9 Cuando alguien de tu familia tiene malaria jle pides que se tome todas
las pastillas que le mando el enfermero?.

Tabla VII. Significacion delas pruebas pareadas Wilcoxon por pregunta* de los 33 escolares de la prueba
T2 vs T3, Serie B.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
Valor de Z -3522a -1,795a -1421a -0,832b -0,875b -1,247b -3,689a -3,735a -4,184a
Significacion 0,000 0,073 0,155 0,405 05382 0,213 0,000 0,000 0,000

a. Basado en los rangos positivos, b. Basado en los rangos negativos.

* Preguntas: P1 ;Qué es la malaria?, P2 ;Cual es el ciclo de la malaria?, P3 ;Cuales son las causas de la malaria?, P4;Has escuchado hablar de la malaria?, PS
(Te gustaria aprender mas sobre la malaria?, P6 ;Te gustaria participar en actividades para reducir la malaria?, P7 ;Usas el mosquitero cuando vas a dormir?,
P8 Cuando tienes fiebre ¢le pides a tu mama 6 papa que te lleve al ambulatorio?, P9 Cuando alguien de tu familia tiene malaria ;le pides que se tome todas

las pastillas que le mand¢ el enfermero?.

palabras, luego de ejecutar el proyecto de aula las
nifias y los nifios entrevistados reconocen la malaria
como una enfermedad producida por la picada de
un mosquito vector y por pardsitos que tienen un
ciclo de vida en el sistema circulatorio del cuerpo
humano. También reconocen, entre las causas de la
malaria, la presencia del mosquito adulto, el agua
y los criaderos en el bosque. El resultado es muy
alentador, al considerar que transcurridos entre uno
y cuatro meses, se conservo el conocimiento sobre
la malaria impartido en la escuela. Sin embargo,
después de la intervencion, la mayoria de los
escolares no identificaron ni recordaron otros factores
determinantes de la prevalencia de la malaria (ej.
deforestacion, mineria, viajes a lugares de riesgo y
falta de adherencia al tratamiento), tratados durante
el proyecto de aula. Atribuimos este resultado a
varios factores, entre los cuales se destacan: a) la
dificultad enlos nifios para comprender la relacion
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entre esos factores y la malaria, b) tiempo insuficiente
para que los docentes desarrollen y consoliden sus
conocimientos sobre las causas de la malaria en las
comunidades indigenas del Caura, y ¢) limitaciones de
los docentes para el uso de recursos pedagogicos de
enseflanza-aprendizaje pertinentes al proyectode aula.

Respecto a la actitud hacia la enfermedad,
ambas series presentaron una tendencia a disminuciones
leves, no significativas (con una excepcion), en todos
los periodos de evaluacion. Altos puntajes promedio
en las preguntas ;te gustaria aprender mas sobre la
malaria? y /te gustaria participar en actividades para
reducir la malaria? en T1, indican un contacto previo
de los escolares con el tema de la malaria, lo cual se
corrobora por la alta frecuencia de respuestas positivas
a la pregunta ;has escuchado hablar de la malaria?,
observado en los altos valores de medias y medianas en
T1. La preexistencia de un alto nivel de conocimientos
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y sensibilizacion respecto a la malaria, puede atribuirse
a la presencia de ambulatorios y personal de salud que
realiza actividades de diagnostico y actividades de
sensibilizacion en las comunidades. Estos resultados
coinciden con otros estudios sobre conocimientos,
actitudes y practicas vinculadas a la malaria en
poblaciones indigenas y rurales expuestas a la
enfermedad. Estos estudios reportan que la poblacion
tiene conocimientos generales de la enfermedad, sus
sintomas y del vector, antes de las intervenciones
(Alvarado et al., 2006; OPS 2008; Rodriguez et al.,
2003).

En cuanto a las practicas para la prevencion
y el control de la malaria, excepto para la Serie A (T1
vs T2), se encontraron mejoras significativas para
todas las preguntas. Los cambios negativos se pueden
atribuir a cualquiera de las siguientes razones: 1) poco
tiempo para medir cambios en la practica, 2) algunas
de las viviendas de los escolares entrevistados tienen
malla de mosquitero en las ventanas, 3) durante la
época de sequia el uso del mosquitero disminuye
en los hogares debido la baja abundancia 6 ausencia
de mosquitos en la comunidad y 4) la intervencion
educativa, asi como las encuestas se realizaron
en época de sequia, aspecto que pudo influir en la
respuesta de los escolares.

Este trabajo es el primero en su tipo
realizado en la poblacion escolar indigena de la
region del rio Caura y es de caracter exploratorio,
por cuanto no se contd con una prueba previa a la
aplicacion del instrumento de evaluacion CAP, ni
un analisis del grado de dificultad de las preguntas.
Estos aspectos pueden ser de interés incorporar
para la aplicacion futura del instrumento CAP y el
analisis de resultados. Es importante resaltar que la
intervencion educativa y su evaluacion se realizaron
en lengua Ye'kwana y traducidas al castellano por
los docentes interculturales bilingiies, aspecto que
limité la interaccion directa entre investigadores y
estudiantes, y por ende la percepcion de los primeros
sobre el nivel de comprension y cambios de conducta
de los estudiantes con relacion a la prevencion y el
control de la malaria.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La intervencion educativa fue efectiva en
cuanto al aumento en el conocimiento y los cambios
positivos en las practicas para la prevencion y control
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de la malaria. Con estos resultados es de esperar que
la aplicacion permanente del proyecto pedagogico de
aula sobre la malaria (Bevilacqua et al., 2012) en las
escuelas comunitarias indigena de la cuenca del rio
Caura (municipios Sucre y Cedefio), permitira que
los escolares egresados de educacion primaria tengan
un entendimiento adecuado de la malaria como
enfermedad, en particular su ciclo de transmision,
sus causas y consecuencias para la salud individual,
la familia, la comunidad y su area de influencia. De
esta manera estaran en mejor capacidad de identificar,
adaptar y practicar soluciones para la prevencion y el
control de la enfermedad en el hogar, dentro y fuera
de su comunidad.

Considerando los resultados de este estudio
se recomienda a las autoridades del Instituto de Salud
Puablica del estado Bolivar,de la Zona Educativa del
estado Bolivar y de la Organizacion Indigena del
Caura KUYUJANI, gestionar la incorporacion del
proyecto pedagogico de aula La Malaria al curriculo de
educacion primaria, de modo que su implementacion sea
obligatorio en todas las escuelas comunitarias del pueblo
Ye'kwana y Sanema en la cuenca del rio Caura, asi como
en el centro poblado Maripa, capital del Municipio
Sucre y sede de la demarcacion sanitaria Maripa. La
Organizacion KUYUJANI cuenta con coordinadores
docentes interculturales bilinglies entrenados enla
aplicacion del proyecto de aula sobre la malaria, que
pueden liderar su instrumentacion operativa con el
apoyo de las autoridades de la Zona Educativa. Los
agentes de salud comunitaria capacitados en la vigilancia
epidemiologica de la malaria pueden monitorear el
impacto de la estrategia educativa sobre los indicadores
malariologicos locales con el acompanamiento del
Programa de Malaria del Instituto de Salud Publica del
estado Bolivar.
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RESUMEN

En Venezuela, existen poblaciones de Aedes
aegypti (Ae. aegypti) de diferente origen geografico y
estructura genética que difieren en la competencia vectorial
para el virus dengue. Debido a que, recientemente, se
report6 la presencia de Aedes albopictus (Ae. albopictus),
es importante también conocer la competencia vectorial de
esta especie para prever el riesgo epidemioldgico el cual
conlleva a su propagacion. Se determiné la persistencia
en la competencia vectorial de Ae. albopictus de Maracay,
Venezuela a una cepa asiatica dengue 2. Las especies de
mosquitos Ae. albopictus y Ae. aegypti fueron alimentadas
con una suspension sangre-virus dengue 2 y luego de 20
dias post-exposicion viral se determind la presencia del virus
por el ensayo de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) en las diferentes partes de los insectos: abdomen
(infeccion), patas/alas (diseminacion) y cabeza (transmision).
Los resultados muestran que la cepa Ae. aegypti es mas
susceptible a la infeccion del abdomen (60 %) que la cepa de
Ae. albopictus (37,5%); sin embargo, solo en Ae. albopictus se
encontro el virus presente en las patas/alas (100%) y cabezas
(33%). La cepa de Ae. albopictus estudiada podria ser mas
competente para la transmision del virus dengue asiatico
que la de Ae. aegypti. Este hallazgo es de gran importancia
epidemioldgica, ya que se demuestra que este vector ain no
estando en su continente de origen, puede seguir siendo un
vector eficiente y con el tiempo adecuarse a las cepas virales
propias.

Palabras clave: Ae. aegypti, Ae. albopictus , competencia
vectorial, virus dengue asiatico, Venezuela.

INTRODUCCION

El dengue es la fiebre viral hemorragica mas
extensamente distribuida y una de las arbovirosis mas
importantes desde el punto de vista epidemiologico
a nivel mundial. La enfermedad es producida por

SUMMARY

In Venezuela, there are populations of Aedes
aegypti (Ae. aegypti) with different geographic origins
and genetic structure that differ in vector competence
for dengue virus. Since recently, the presence of
Aedes albopictus (Ae. albopictus) was reported, it is
also important to know the vector competence of this
species to predict the epidemiological risk which would
bring its spread. The objective was to determine the
vector competence persistance of Ae. albopictus from
Maracay, Venezuela for an Asian dengue-2 strain. The
two species of mosquitoes were fed with a blood—dengue
2 virus suspension and after 20 days post-exposure to
virus, the presence of the virus was determined by the
polymerase chain reaction assay in different parts of the
insect: abdomen (infection), legs/wings (spread) and
head (transmission).The results show that the strain Ae.
aegypti is more susceptible to infection in the abdomen
(60 %) that the strain of Ae. albopictus (37.5%); however,
only in Ae. albopictus this virus was found in the legs
/wings (100%) and heads (33%). The studied strain of
Ae. albopictus may be more competent vector in the
transmission of the dengue 2 virus than Ae. aegypti. This
finding is of great epidemiological importance as this
shows that even this mosquito not being in its continent
of origin, it can still be an efficient vector and eventually
become adapted to the native viral strains.
Key words: Ae. aegypti, Ae. albopictus, vectorial
competence, Asian dengue virus, Venezuela.

uno de los 4 serotipos del virus dengue, un flavivirus
transmitido al humano por la picada del mosquito
Aedes (OPS/OMS, 2010).

No existe una vacuna licenciada contra el
dengue y la transmision de la enfermedad se controla
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previniendo la reproduccion del vector (OPS/OMS,
2010). El virus dengue se ha detectado en mosquitos
Ae. aegypti capturados en diferentes localidades
de Venezuela lo cual los involucra en el ciclo de
transmision del virus en nuestro pais (Urdaneta et
al., 2005). Ae. albopictus también estd presente
en Venezuela, aunque todavia no se ha detectado
ninguno infectado por virus dengue (Navarro ef al.,
2009; Martiradonna ef al., 2013).

Venezuela es un pais hiperendémico para
el dengue debido a la existencia de importantes
poblaciones del vector Ae. aegypti todos los meses
del afio y a la circulacion simultanea de los 4
serotipos del virus dengue (Camacho-Garcia et al.,
2012) si a este escenario, se le suma la propagacion
de Ae. albopictus, la situacion del dengue podria
empeorar en los proximos afios, por lo cual resulta
prioritario estudiar si este vector asiatico mantiene
su capacidad de transmitir el virus dengue en
territorio venezolano.

Ladinamica de transmision del virus dengue
esta asociada a factores propios del insecto vector,
como la competencia vectorial (susceptibilidad del
vector a la infeccion, replicacion, diseminacion y
transmision del virus dengue) y a factores inherentes
al virus; como el serotipo y genotipo viral (Black
et al., 2002; Tabachnik, 2013). Ademas, esta
dindmica se ve influenciada por factores extrinsecos
y de conducta del mosquito como: la temperatura
y humedad del medio ambiente, titulo de virus en
el humano y habitos de alimentacion, los cuales
influyen sobre caracteristicas relacionadas con el
vector como la longevidad, el periodo de incubacion
extrinseco y la abundancia del vector (Tabachnik,
2013; Gurugama et al., 2010).

La hembra adulta del mosquito Aedes es
hematofaga (a diferencia del macho que se alimenta
solo del néctar de las flores) y por ende es el género
de este mosquito involucrado en el ciclo biolégico
del virus dengue. El ciclo de transmision del virus
dengue se inicia cuando el mosquito Aedes se
alimenta de una persona infectada con el virus en
el periodo virémico. Si el mosquito es competente
el virus se desarrolla y replica en primer lugar en
el intestino medio del insecto y luego de superar
algunas barreras a nivel local se disemina a través de
la hemolinfa a otros 6rganos entre ellos las glandulas
salivales del mosquito, donde el virus también debe
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replicarse. Finalmente, el virus se transmite a través
de la saliva infectada del mosquito, cuando éste
pica a un hospedador vertebrado sano (Black et al.,
2002; Tabachnik, 2013). La competencia vectorial
de los mosquitos es un fendémeno muy complejo que
resultaria de la interaccion de un gran nimero de genes
del insecto, de interacciones genotipo x genotipo entre
virus dengue y la especie de vector y diversos factores
ambientales, en su gran mayoria desconocidos, que
funcionan de forma coordinada (Tabachnik, 2013).
Ahora bien, en condiciones ambientales controladas
en el laboratorio, la competencia vectorial para
arbovirus se ha asociado principalmente con barreras
anatomicas, las cuales, entre otras, incluyen; la
barrera de infeccion del intestino medio (MIB,
midgut infection barrier), la barrera de escape del
intestino medio (MEB, midgut escape barrier), la
barrera de infeccion de las glandulas salivales (SIB,
salivary gland infection barrier) y la barrera de escape
de las glandulas salivales (SEB, salivary gland escape
barrier) (Beerntsen et al. 2000). Se piensa que cada
barrera para el virus dengue en Aedes esta controlada
por genes o grupos de genes especificos para cada
una de estas. Actualmente, la base molecular de
todas estas barreras se desconoce, pero se sabe que la
respuesta inmune del insecto juega un rol principal en
las mismas (Zhang et al., 2010).

Investigaciones recientes indican que la
competencia vectorial esta influenciada también
por interacciones genotipo X genotipo entre virus
dengue y la especie de vector. Tales interacciones
deben sumarse con los efectos causados de forma
independiente por genes del vector y genes del virus
(Lambrechts, 2011).

Lacompetenciavectorial paralatransmision
del dengue varia entre especies diferentes del
mosquito Aedes (Black ef al., 2002). En Venezuela,
se ha reportado que cuatro poblaciones diferentes
de Ae. aegypti, con distintos origen geografico
y estructura genética, difieren en la competencia
vectorial para el virus dengue 1 (Pernalete et al.,
2009; Herrera et al., 2006). Estudios similares no
se han realizado todavia en Ae. albopictus ya que su
presencia en Venezuela es muy reciente. Investigar
si la cepa de Ae. albopictus de Maracay mantiene su
competencia en la transmision del virus dengue 2, es
importante para entender el riesgo que implicaria su
coexistencia con Ae. aegypti en el pais.

Bol. Mal. Salud Amb.



MATERIALES Y METODOS
Captura y cria de los mosquitos

Las larvas de Ade. albopictus fueron
capturadas en la Universidad Central de Venezuela
en Maracay - Edo. Aragua por personal capacitado
y criadas en condiciones controladas de laboratorio
(28°C y 80% de humedad relativa) hasta obtener
la generacion F4 en el Laboratorio de Biologia
de Vectores y Reservorios del CEEESA.
Aproximadamente, 250 hembras adultas (6 dias
de emergidas) fueron trasladadas al insectario del
BIOMED para los experimentos de infeccion.

De la misma manera, un aproximado de 250
hembras Ae. aegypti (F4) de 6 dias de emergidas (cepa
La Pedrera de Maracay-Edo. Aragua) fueron criadas
en la Direccion de Malariologia y Saneamiento
Ambiental del Estado Aragua y posteriormente
transportadas al insectario del BIOMED para los
experimentos de infeccion.

Infeccion y mantenimiento de los mosquitos

La infeccion experimental de las distintas
poblaciones se logré mediante el método de
alimentacion artificial de papel parafinado (Rutledge
etal., 1964). El alimento consistié en una suspension
de gldbulos rojos humanos (previamente lavados con
PBS) mezclados con suero fetal bovino (Pernalete et
al., 2009) y una suspension de virus dengue 2 cepa
16681 con un titulo viral de 1,6x10° UFP/ml. Las
dos cepas del vector fueron expuestas, de manera
independiente, a la misma ingesta viral (5,3x10* UFP/
ml) y condiciones de ensayo. El virus utilizado en
este estudio corresponde a la cepa de virus dengue
2 (16681), la cual fue aislada en Tailandia (paciente
fallecido por SCD) y desde entonces ha pasado por
diferentes lineas de células, gentilmente donado
por el Laboratorio Regional para el Diagndstico del
Dengue y otras Enfermedades Virales (LARDIDEV).
La suspension sangre-virus fue introducida en los
mosquitos de forma oral; método de eleccion cuando
se estudia la susceptibilidad a la infeccion por el virus
dengue en distintas partes del mosquito, ya que el
mismo permite evaluar las barreras mas importantes
del insecto.

El método consiste de un alimentador
artificial de vidrio, conectado a un bafio térmico de
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circulacion mantenido a 37°C. La superficie de papel
parafinado, a través de la cual el mosquito se alimenta,
es atravesada por el aparato bucal del mosquito
(proboscide) al momento de la alimentacion (Rutledge
et al., 1964). La frecuencia con que las hembras de
Aedes se alimentan con sangre esta determinada por
la necesidad de ingerir sangre para completar su
ciclo gonotréfico (tiempo durante el cual los ovarios
maduran hasta convertirse en foliculos desarrollados
completamente).

Durante la alimentacion experimental,
las hembras adultas de Aedes fueron expuestas
(ad libitum) por el periodo de 1 hora a la ingesta
sanguinea, tiempo suficiente para que todas las
hembras se alimenten de la suspension sanguinea
hasta quedar repletas (Vazeille et al., 2001). Luego se
separaron las repletas (hembras engurgitadas: N° de
mosquitos alimentados / N° de mosquitos expuestos)
a otra jaula y se dejaron por 20 dias post-exposicion
bajo condiciones controladas de laboratorio (28°C,
80% de humedad relativa) mantenidas con solucion
de sacarosa al 10%. El periodo de incubacion del
virus dengue en el vector (desde que es ingerido hasta
que el virus se desarrolla en las glandulas salivales) es
de aproximadamente 7-14 dias, luego de este periodo
el mosquito competente es capaz de transmitir el
virus a un nuevo hospedador susceptible (Zhang et
al., 2010). Se dejaron 20 dias post-exposicion viral
para asegurar la replicacion del virus en las glandulas
salivales de los vectores competentes (Zhang et al.,
2010).

Diseccion y extraccion del ARN total de los diferentes
segmentos de mosquitos

Pasado el periodo de incubacion extrinseca

(20 dias post-alimentacion), se determind el
porcentaje de hembras sobrevivientes (N° de
mosquitos sobrevivientes / N° de mosquitos

alimentados), se sacrificaron y se formaron grupos
(de 10 individuos c/u) con las diferentes especies: de
Ae. albopictus silvestre (8 grupos en total) y de Ae.
aegypti silvestre (10 grupos). Los mosquitos fueron
divididos en abdomen, (sitio donde se determind
el porcentaje de susceptibilidad a la infeccion oral
por el virus dengue: N° de mosquitos infectados /
N° de mosquitos expuestos), patas y alas (donde se
determind el porcentaje de diseminacion viral: N°
de mosquitos con infeccion en las patas/alas / N° de
mosquitos infectados), y cabeza (el porcentaje de
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transmision, debido a la localizacion en esta parte de
las glandulas salivales: N° de mosquitos con infeccion
en la cabeza/ N° de mosquitos infectados ).

Los distintos segmentos de los mosquitos
(grupos de 10 individuos) fueron distribuidos en
tubos de 1 ml previamente identificados por grupo y
cepa, para luego aislar el ARN total de las diferentes
partes del mosquito.

La extraccion del ARN total de los mosquitos
infectados con el virus dengue se realizd mediante
una adaptacion del método del fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (Urdaneta et al, 2005). Las
muestras se procesaron por segmento (abdomen,
cabeza, patas y alas) y una cepa de mosquito a la vez,
para evitar la contaminacion. Las muestras de ARN
fueron cuantificadas a 260 y 280nm. Seguidamente,
se realizo una electroforesis en gel de agarosa para
verificar la calidad del mismo. Las muestras de ARN
se ajustaron a 200 pg/mL.

Diagnostico del virus dengue 2 por Transcripcion
Reversa acoplada a la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR)

La presencia del virus se determind
mediante el método de RT-PCR en un so6lo paso para
diagnoéstico de dengue (Harris et al., 1998), la cual
fue confirmada por el método tradicional de RT-
PCR anidada (Lanciotti et al., 1992), utilizando el
kit Access de Promega. La banda de dengue 2 es de
119 pb.

Analisis estadistico

Fueron aplicadas las pruebas Chi-cuadrado
de independencia, mediante el programa Open Epi
(Estadisticas epidemioldgicas de codigo abierto para
Salud Publica), Version 3.03 (Dean ef al., 2015).

RESULTADOS

En la Tabla I, se muestra el nimero de
individuos alimentados y sobrevivientes por grupo.
La cepa de Ae. albopictus mostr6 un porcentaje
significativamente menor de alimentacion (44%)
que la de Ade. aegypti (80%) bajo las mismas
condiciones (P < 10°). Con respecto a los individuos
sobrevivientes luego de los 20 dias post-infeccion, la
cepa de Ae. albopictus mostrd el mayor porcentaje
de sobrevivientes (72%) que la cepa de Ae. aegypti
(60%) y el resultado fue significativo (P= 0,013).

Otro dato importante observado
cualitativamente, es que la cepa de Ae. aegypti
coloca muchos mas huevos que la cepa de Ae.
albopictus. Este resultado se menciona, aunque no
estaba programado en la metodologia, porque esta
directamente relacionado con la densidad del vector,
parametro que a su vez influye en la capacidad
vectorial de estas especies.

En la Fig. 1 se muestra el resultado de la
amplificacion del virus dengue 2 a partir de muestras
de abdomen de diferentes cepas de mosquitos Aedes.
En la Fig. 1A, se observan los resultados para la cepa

Tabla I. Porcentaje de hembras Ae. aegypti y Ae. albopictus alimentadas y sobrevivientes por grupo.
Un total de 250 hembras de cada especie fueron expuestas a alimentacion artificial y mantenidas en

cautiverio 20 dias post-exposicion.

Hembras

Hembras

Especie Engurgitadas (%) Sobrevivientes (%) P
Ae. aegypti 80 <10-6 60 0,013
Ae. albopictus 44 72

*Prueba de independencia Chi Cuadrado

Tabla Il. Porcentaje de Infeccion, Diseminacion y Transmision del virus cepa asiatica dengue 2, en

mosquitos Ae. aegyptiy Ae. albopictus.

Especie *Infeccion (%) Diseminacion (%) Transmision (%)
Ae. aegypti 60 0 0
Ae. albopictus 37,5 100 33

*Prueba de independencia Chi Cuadrado: P=0,317
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de Ae. albopictus infectados experimentalmente con
el virus. Los grupos 4, 7 y 8 dieron un producto de
amplificacion de tamafo esperado (119 pb) y por
lo tanto resultaron positivos a la infeccion con el
arbovirus. Asimismo, en la Fig. 1B, se observa que
6 grupos de los 10 examinados de la cepa de Ae.
aegypti, amplificaron la banda esperada para el virus
dengue 2.

La diseminacion del virus dengue se
determind por deteccion cualitativa del ARN viral en
las muestras de patas/alas de los mosquitos expuestos
al virus (20 dpe). En la Fig. 2A, se observan los
resultados para la cepa de Ae. albopictus. Los grupos
4, 7 y 8 presentaron la banda esperada (119 pb), lo
cual indic6 la diseminacion del arbovirus a las patas/
alas. La cepa de Ae. aegypti no mostré ninguna
amplificacion; por lo tanto, el virus no se diseminé en
esta poblacion de mosquitos.

La competencia vectorial para la transmision
oral del virus dengue en las dos especies de Aedes
se compar6 determinando la presencia del ARN
viral en las muestras de las cabezas de los insectos

Fig. 1. Amplificacion del virus cepa asiatica dengue
2 en muestras de abdomen de Aedes infectados
con el virus, Ae. albopictus (A); Ae. aegypti (B); (+)
control positivo; (-) control negativo de la RT-PCR;
(M) marcador de peso molecular de 100 pb.
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por localizarse en este sitio sus glandulas salivales.
En la Fig. 3A puede apreciarse que sélo un grupo de
los tres infectados de la poblacion de Ae. albopictus,
amplificé el producto del tamafio esperado (119
pb) y por lo tanto, resultdé positivo a la transmision
del virus. La cepa Ae. aegypti resultd negativa a la
amplificacion del virus en la cabeza (Fig. 3B).

En la Tabla II pueden observarse los
porcentajes de infeccion, diseminacion y transmision
del virus dengue 2 en las dos cepas estudiadas. En Ae.
aegypti la infeccion fue mayor (60%) a los 20 dias,
que en Ae. albopictus (37,5%) aunque el resultado
no fue estadisticamente significativo (P = 0,317). Se
observa también que s6lo en los mosquitos infectados
de Ae. albopictus, el virus fue capaz de diseminarse
(100%) y llegar hasta las glandulas salivales (33%).

DISCUSION

Los resultados, estadisticamente muy
fuertes, mostraron que la cepa de mosquitos Ae.
albopictus se alimentd mucho menos, en las
condiciones experimentales, que la de Ae. aegypti.

Fig. 2. Amplificacion del virus cepa asiatica
dengue 2 en muestras de patas/alas de los
mosquitos Aedes expuestos a la infeccion viral.
Ae. albopictus (A); Ae. aegypti (B); (+) control
positivo; (-) control negativo; (M) marcador de
peso molecular de 100 pb.
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Fig. 3. Amplificacion del virus cepa asiatica dengue
2 en muestras de cabeza de mosquitos Aedes
infectados con el virus. Ae. albopictus (A); Ae.
aegypti (B); (+) control positivo; (-) control negativo;
(M) marcador de peso molecular de 100 pb.
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Estas condiciones simulan mas un ambiente urbano
que uno rural: la densidad de los mosquitos fue
alta y debieron alimentarse de una misma fuente
de suministro. Por lo tanto, la mayor actividad
hematoéfaga de la cepa Ae. aegypti podria explicarse
porque estos mosquitos estan mas adaptados a un
ambiente urbano que la cepa de Ae. albopictus.
Esto, posiblemente, provocd competencia entre los
mosquitos de una misma cepa, por el alimento y en
estas condiciones la cepa de Ae. aegypti se alimenta
mejor. Un trabajo que le da apoyo a esta hipodtesis,
realizado en diferentes hébitats de una provincia de
China, ha reportado que Ae. albopictus, adaptado a
las areas urbanas, presentd un desarrollo de larvas y
pupas mas rapido y una mayor tasa de sobrevivencia
de larvas a adultos que los Ae. albopictus encontrados
en las areas semiurbanas y rurales (Li et al., 2014).

Otro dato que podria explicarse por ser Ae.
aegypti mas urbano que Ae. albopictus es el mayor
numero de huevos que coloca con respecto a Ae.
albopictus. Este resultado deberia ser estudiado
exhaustivamente con ambas especies de mosquitos
en condiciones naturales. Otros autores han
trabajado también en ambientes urbanos (peri e
intradomiciliarios) y han concluido que Ae. aegypti
y Ae. albopictus pueden colocar huevos en ambos
habitats pero Ae. aegypti estd mejor adaptado y coloca
mas huevos que Ade. albopictus (Serpa et al., 2013).
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Un meta-analisis demostr6 que los arbovirus
reducen la sobrevivencia de los vectores y la magnitud
de este efecto depende, entre otros factores, de cuales
vectores y virus estén interactiando asi como del
tipo de infeccién (Lambrechts & Scott, 2009). En
el presente trabajo, los mosquitos Ae. albopictus
alimentados tuvieron una mayor sobrevivencia,
estadisticamente significativa, que Ae. aegypti lo
cual sugiere que la demanda metabodlica para la
reproduccion viral afecta mas la longevidad de este
ultimo mosquito. Esto es muy importante porque
la mayor longevidad aumenta la probabilidad de
transmitir enfermedades (Lambrechts & Scott, 2009).
De tal manera que la relacion entre los virus y sus
insectos vectores no es necesariamente benigna y
el grado de afectacion en los mosquitos producira
diferencias en competencia vectorial entre diferentes
especies y entre diferentes poblaciones de una misma
especie (Lambrechts & Scott, 2009; Tabachnik,
2013).

Los resultados, aunque no estadisticamente
significativos, mostraron que la tasa de infeccion por
el virus dengue fue mayor en Ae. aegypti (60% vs
37,5%); sin embargo, la tasa de diseminacion y de
trasmision del virus fue 100% y 33% en Ae. albopictus
mientras que en 4e. aegypti fue 0% para ambas tasas.
Estos resultados sugieren fuertemente que la cepa Ae.
albopictus de Venezuela sigue siendo muy eficiente en
la transmision de cepas de virus de su mismo origen.
Esto significa que, debido a la alta probabilidad de que
simultdneamente circulen estos vectores y los virus,
la transmision sucedera con resultados inesperados
(si es que no ya se estan dando). Si a esto se le
aflade que Ae. albopictus tiene una gran capacidad
en la transmision transovarica (Gratz, 2004) y en
adaptacion a diferentes ambientes (Lambrechts et
al., 2010), la diseminacién y mantenimiento del virus
podria ocurrir en las diferentes localidades tal como
ha sucedido en otros paises (Lambrechts ez al., 2010).
Ademas, los resultados de infeccion experimental
sugieren que la cepa Ae. albopictus de Venezuela es
mas competente, si bien con una asociacion débil,
para la transmision viral que la cepa Ae. aegypti.

La menor competencia vectorial de Ae.
aegypti por el virus dengue con respecto a Ae.
albopictus es un resultado sorprendente ya que Ae.
aegypti es el principal vector del dengue en nuestro
pais; sin embargo, esto podria explicarse si se
considera que dicho mosquito, como ya se menciond
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anteriormente, coloca un niimero muchisimo mayor
de huevos que Ae. albopictus lo cual aumentaria su
densidad, factor muy importante en las epidemias de
dengue. Es decir, la competencia vectorial de Aedes
aegypti seria menor que la del otro vector pero al
colocar mas huevos que Ae. albopictus compensaria
esta debilidad y pasaria a tener una mayor capacidad
vectorial.

En este trabajo surgen una serie de
interrogantes que tendrian que ser aclaradas. En
consecuencia, habria que realizar un estudio con un
tamafio de muestra mucho mayor para detectar Ae.
aegypti infectados con el virus dengue; asimismo,
hacer estudios con otras cepas virales (especialmente
autoctonas) para ver si este comportamiento es so6lo
de la cepa dengue 2 asiatica e igualmente utilizar
cepas de mosquitos de generaciones menores para ver
si estas caracteristicas son o no propias de mosquitos
desarrollados en colonia.

Obviamente, las infecciones experimentales
no duplican exactamente las interacciones complejas
que ocurren entre los mosquitos, los virus y el ambiente
en la naturaleza. No obstante, estos resultados son un
alerta para las autoridades de salud publica, con el fin
que tomen en cuenta las caracteristicas particulares
del nuevo vector Ae. albopictus para el disefio de las
estrategias de control vectorial del dengue.
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RESUMEN

Aedes aegypti es una de las especies mas
estudiadas en salud publica por ser vector primario en el ser
humano del virus dengue, fiebre amarilla, chikungunya y zika.
Se evaluo la respuesta a los insecticidas organofosforados
malation, fenitrotion, pirimifos-metil al carbamato propoxur
y al piretroide lambdacialotrina en una cepa de campo
denominada Coro, conformada por un pool de material
(inmaduro) colectado en barriadas con alta casuistica de
dengue ubicadas en municipio Miranda, estado Falcén,
Venezuela; en comparacion con la cepa susceptible
Rockefeller. Se realizaron los bioensayos en botellas tratadas
con insecticidas, segun el método del CDC e igualmente se
identificaron los mecanismos de resistencia in vitro a través
de pruebas bioquimicas. La cepa evaluada resulté resistente
a malatiéon (45 min), fenitrotion (75 min) pirimifos-metil (75
min) con respecto a la cepa susceptible con 30, 45 y 45
min.respectivamente, con porcentajes de mortalidad en el
tiempo umbral de 89,2% malation; 55,7% fenitrotién; 56,6%,
pirimifos-metil. Se encontré susceptibilidad al carbamato
propoxur y al piretroide lambdacialotrina. En cuanto a las
pruebas bioquimicas se encontraron valores elevados para
esterasas alfa (a) y beta (B) con diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) al comparar con la cepa susceptible.
La acetilcolinesterasa inhibida (Achei) a pesar de encontrar
diferencias significativas con la cepa Rockefeller los valores
estan por debajo de la misma. La resistencia de la cepa Coro
a los insecticidas organofosforados parece asociarse con el
incremento de las esterasas alfa (a) y beta (8). Los resultados
obtenidos representan un aporte valioso para monitorear la
resistencia de Ae. aegypti a nivel local dentro de un programa
de manejo integrado de vectores.

Palabras clave: esterasas, acetilcolinesterasa,
organofosforados, resistencia a insecticidas.

INTRODUCCION

Los mosquitos constituyen uno de los
grupos de insectos de mayor importancia médica

SUMMARY

Aedes aegypti is one of the most studied
species in public health as the primary vector in humans
the dengue, chicunguya, zyca virus and yellow fever.
Response to organophosphorus insecticides malathion,
fenitrothion, methyl-pirimiphos and carbamate propoxur
was evaluated and the pyrethroid lambda-field strain
called Coro, made up of a pool of material (immature)
collected in neighborhoods with high casuistry of dengue
Coro located in Miranda municipality, Falcén state,
Venezuela;, compared with the susceptible Rockfeller.
Bioassays in insecticide-treated bottles were performed
according to the method of the CDC and also the
mechanisms of resistance in vitro were identified by
biochemical tests. The resistant strain was evaluated
to malathion (45 min), fenitrothion (75 min) methyl-
pirimiphos (75 min) compared to the susceptible strain
with 30, 45 and 45 min respectively, with mortality rates
of 89 time threshold, 2% malathion, fenitrothion 55.7%,
56.6%, pirimiphos-methyl. Susceptibility to propoxur
carbamate and pyrethroid lambda was found. As for the
high values for biochemical tests esterases alpha (a)
and beta (B) with statistically significant differences (P<
0.05) compared with the susceptible strain were found.
Inhibited aceltilcholinesterase (Achei) despite significant
differences with the Rockefeller strain values are below
the same acetylcholinesterase. Falcon resistance to
organophosphate insecticides strain appears to be
associated with increased alpha esterases (a) and
beta (B). The results represent a valuable contribution
to monitor the resistance of Ae. aegypti locally within a
program of integrated vector management.

Key words: esterases, acetylcholinesterase,
organophosphate, insecticide resistance.

por su accidon como vectores bioldgicos de
numerosas enfermedades. La especic Aedes aegypti
perteneciente al orden Diptera, familia Culicidae y
subfamilia Culicinae, se distribuye en la mayor parte
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de las areas tropicales o subtropicales del planeta,
comprendidas entre los 45° de latitud norte y los 35°
de latitud sur, en las zonas isotermales intermedias a
los 20°C (Salvatella, 2005). Es el vector primario en
el ser humano de los flavivirus dengue (DEN), fiebre
amarilla (VFA), alfavirus Chikungunya (CHIKYV)
y Zika (Centro de Control de Enfermedades, CDC,
2010; Organizacion Mundial de la Salud, OMS,
2013; 2014). En Venezuela, desde la primera
epidemia de dengue en 1989-1990, se han reportado
cientos de miles de casos hasta la fecha. De hecho
entre el 2009-2013 se reportaron mas de 335 mil
casos, de los cuales en el estado Falcon se reportaron
mas de 11.500 (Ministerio del Poder Popular para
la Salud, MPPS, 2010; 2012 y 2013). Debido a
las cifras sefnaladas y considerando el caracter
endémico del dengue en nuestro pais y la ausencia
de una vacuna contra este virus, las estrategias de
control de Ae. aegypti estan basadas en el manejo
integrado del vector, que implica el saneamiento
ambiental, la educacion sanitaria, la participacion
social y el control quimico vectorial a través del uso
de insecticidas durante las epidemias (Rodriguez,
2002). El malation y otros organofosforados han sido
usados como adulticidas en tratamiento espacial con
el fin de reducir las densidades del vector. También
se ha usado temefos granulado en recipientes de
agua doméstica para control de habitats larvales, y
los insecticidas piretroides como adulticidas, sobre
todo en casos de emergencia (Georghiouer al., 1987,
Gratz., 1991). Sin embargo el uso de la herramienta
quimica en el control de Ae. aegypti, ha traido como
consecuencia la seleccion de poblaciones del vector
resistentes a insecticidas. En Cuba se ha reportado
alta resistencia en larvas de Ae. aegypti a temefos
y a fention la cual estd asociada con las enzimas
esterasas y oxidasas (Bisset et al., 2004); para el
estado adulto, se observo resistencia a malation,
fenitrotion y propoxur (Rodriguez et al., 2004). En
Meéxico los niveles elevados de esterasas sugieren
resistencia a organofosforados, carbamatos y algunos
insecticidas piretroides (Flores et al, 2007). Asi
mismo Pérez et al., (2009), estudiaron la resistencia
focal a insecticidas organosintéticos en Ae. aegypti de
diferentes municipios del estado Aragua, Venezuela,
donde evaluaron los insecticidas organofosforados:
malation, pirimifosmetil, y temefos y el carbamato
propoxur, encontrando resistencia al malation en
los tres municipios evaluados y susceptibilidad a
metilpirimifos, temefos y al carbamato propoxur.
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El presente estudio consiste en analizar
la resistencia de Ae. aegypti a los diferentes
insecticidas haciendo uso de herramientas biologicas
y bioquimicas, a fin de ofrecer informacion
valiosa desde el punto de vista quimico, que pueda
incorporarse en los programas de manejo integrado
del vector.

MATERIALES Y METODOS
Insectos

La muestra para los bioensayos estuvo
comprendida por mosquitos adultos de Ade. aegypti
obtenidos a partir de material inmaduro (larvas y
pupas) recolectado de recipientes en los que el agua
se conservo por periodos superiores a una semana,
sin ser renovada; tales recipientes incluyen: tanques
sin tapa, pipotes, latas, floreros y otros semejantes,
ubicados en los solares y preferiblemente en lugares
sombreados de los cementerios y algunos jardines
de las diferentes localidades, seleccionadas por ser
los primeros lugares en reportar la presencia de Ae.
aegypti. Para ello se aplicaron los métodos sugeridos
por la Organizacion Mundial de la Salud, utilizando
cucharones, goteros y succionadores (OMS, 1993).
El material fue trasladado al Laboratorio de Biologia
de Vectores y Reservorios del Centro de Estudios
de Enfermedades Endémicas y Salud Ambiental
(CEEESA) IAE “Dr. Arnoldo Gabaldén” para su
desarrollo.

Aedes aegypti cepas de campo: De las localidades
Pantano arriba, Pantano abajo, Los Orumos, Urb. Los
Mé¢danos, Barrio La Canada, Barrio Zumurucuare y
Chimpire.

Ae. aegypti cepa Rockefeller: Cepa susceptible
suministrada por el Centro de Control de enfermedades
(CDC), San Juan de Puerto Rico.

Insecticidas

Fueron  evaluados los insecticidas:
organofosforados: malation (96%), fenitrotion (95%)
y pirimifos-metil (89,8%); carbamato: propoxur
(99,3%) y el piretroide lambdacialotrina (70%), en
presentacion grado técnico, sin valor comercial,
los mismos fueron suministrados por Insecticidas
Internacionales Compaiiia Andénima (INICA), Cagua,
estado Aragua, Venezuela.
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Pruebas Biologicas

Se realizaron siguiendo el método de las botellas
tratadas con insecticidas, del CDC (Brogdon &
McAllister, 1998). Los mosquitos adultos Ae. aegypti
fueron expuestos a botellas de vidrio tipo Wheaton
de 250 mL, tratadas con soluciones cetdnicas de
insecticidas, las cuales se usaron como camaras de
prueba para detectar la resistencia o susceptibilidad
a los insecticidas en mosquitos adultos. Estas
fueron preparadas en el Laboratorio de Evaluacion
de Insecticidas del CEEESA, IAE “Dr. Arnoldo
Gabaldon” siguiendo metodologia estandarizada
por Figueroa et al., 2006 y evaluadas a la dosis
diagnosticas y el limite o umbral de resistencia,
obtenidos en la cepa Rockefeller en el laboratorio,
asi tenemos que: malation (100 pg en 30 minutos),
fenitrotion (100 pg en 45 minutos), pirimifosmetil
(100 pg en 45 minutos), lambdacialotrina (6,25 g
en 30 minutos), y propoxur (6,25 pg en 15 minutos),
(Molina de Fernandez et al., 2013).

Los ensayos se realizaron a temperaturas
aproximadas de 23°C+2 y humedad relativa de
55%+5. Fueron expuestos aproximadamente 15+5
mosquitos adultos hembras por botella y se evaluaron
cuatro repeticiones por cada concentracion de
insecticida y dos repeticiones como grupo control.
Los ensayos fueron replicados tres veces el mismo
dia de ejecucion del bioensayo durante el tiempo
en el que se logrd el 100% de mortalidad. De esta
manera se determind el efecto del insecticida en
funciéon del tiempo de exposicion y de acuerdo a
la mortalidad del control se plante6 corregir con
la formula de Abbot (1925). Se relacionaron las
variables tiempo-mortalidad. Para ello se graficaron
los registros de porcentajes de mortalidad en el
eje de las abscisas (X) y el tiempo en el eje de las
ordenadas (Y), haciendo uso del Programa Excel
97-2003. Dicho analisis arroj6 la linea grafica de
la tasa de mortalidad de la cepa a cada insecticida.
Estas fueron graficadas en el mismo plano junto con
la lineca de base de susceptibilidad del respectivo
insecticida; correspondiente a las dosis diagnoésticas
y limite umbral de resistencia. Mortalidad menor al
80%, se catalogd como resistente, entre 80% y 97%
como poblacién en vigilancia y 98% o mas como
susceptible. (IRAC, 2011; WHO, 1998). Cuando en
el grupo control se registré una mortalidad entre 5 y
20% se aplicod la formula de Abbott (1925) para su
correccion.
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Criterio de mortalidad

Mosquitos “muertos” son los que presentan
ausencia de movimiento, derribo o incapacidad
para caminar. Mosquitos inmovilizados que se
deslizan por la curvatura de la botella al rotarla,
deben ser clasificados como “muertos”. El porcentaje
de mosquitos muertos en el tiempo diagnostico
(mosquitos muertos/total de mosquitos en el ensayo)
es el valor mas importante en el grafico (CDC, 2015).

Pruebas Bioquimicas

Para determinar los mecanismos bioquimicos
asociados con la perdida de susceptibilidad a
insecticidas, se realizaron pruebas “in vitro” de
mecanismos enzimaticos involucrados en los sistemas
de desintoxificacion en la resistencia metabdlica a
insecticidas. (Brogdon et al, 1989; Figueroa et al.,
2006).

Cada mosquito fue triturado en 50 pl de
una solucion tampoén de fosfato de sodio (0,05 M;
pH 7,5) y diluido a 0,5 mL del mismo tampdn. Se
tomaron alicuotas de 50 pL de cada muestra que
fueron colocadas en placas para microtitulacion de
96 pocillos. Se evaluaron cuatro enzimas diferentes
que confieren resistencia a insecticidas; esterasas alfa
(a); esterasas beta (P); acetilcolinesterasa (AChe);
acetilcolinesterasa insensible (AChei).

Los substratos utilizados en cada ensayo
incluyen o y pB-naftil acetato para las esterasas,
el yoduro de acetiltiocolina se usé para medir la
concentracion de la acetilcolinesterasa sensible,
para la acetilcolinesterasa insensible se afiadio el
insecticida carbamato propoxur a la muestra. La
absorbancia fue medida en un lector de ELISA
(Ensayo Inmuno Absorbente Ligado a Enzimas),
Multiskan Plus de Fisher Scientific, empleando filtros
de 620 nm para las () y (B) esterasas y filtro de 405
nm para las AChe y AChei. A los datos obtenidos fse
aplico la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis
(P<0,05) a través del programa Statistix version 8.0
(Sokal & Rolf, 1980)

Identificacion de esterasas por electroforésis
La electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE), se utiliza mayormente para la separacion

de proteinas cargadas, por migracion en un campo
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eléctrico. En el presente trabajo la electroforesis
se realizo siguiendo el método de Garcia-Segua et
al., 2002, para lo cual se prepararon las muestras
en una proporcion de 1:1; 10uL.  de homogenato
con 10uL de amortiguador de carga, un total de
20uL. Luego se prepar6 el gel tampon colocandolo
en la placa y esperando la polimerizacion del
mismo. Seguidamente se prepar6 el gel de corrida,
afladiéndolo a la placa nuevamente, colocando el
peine separador. Una vez ocurrida la polimerizacion
se retird el peine, y el gel del soporte. Se lleno la
camara con amortiguador de corrida, se coloco el gel
dentro de esta y se colocaron las muestras en cada
pocillo correspondiente; la corrida a 150 voltios
se llevo a cabo entre 1 hora 6 1 hora y 20 minutos,
aproximadamente. Posteriormente, se sacé el gel y
se colocd en un recipiente que contenia 50 ml de
substrato, se incub6 por 20 minutos luego se afiadid
el colorante Fast Blue por 5 minutos; se enjuago y
se procedio a sumergirlo en solucién fijadora 50 ml
por 20 minutos; luego se procedi6 a secar a 80°C por
1 hora y 45 minutos respectivamente, se retiraron y
cuantificaron las bandas. Para la identificacion de
esterasas, se determind la razoén de movilidad (Rf),
dividiendo la distancia recorrida de cada una de las
bandas de la muestra, entre la distancia recorrida por
el indicador, y se buscé identificar las esterasas A4
y B2, que han sido reportadas como mecanismo de
resistencia en otras especies de importancia médica.

RESULTADOS
Pruebas Biologicas

En el tratamiento control no se encontrd
mortalidad superior al 5%.

En las Fig. 1, 2 y 3 se presentan
los resultados al evaluar los insecticidas
organofosforados malation, fenitrotion y pirimifos-
metil a una concentracion de 100 pg/mL, cada uno.
La cepa Coro presentd el 100% de mortalidad a
los 45 min para malation (Fig. 1); a los 75 min
para fenitrotion (Fig. 2) y pirimifos-metil (Fig.
3), con porcentajes de mortalidad en el tiempo
umbral de 89,2% malation; 55,7% fenitrotion;
56,6%, pirimifos-metil, con respecto a la cepa
susceptible que tuvo tiempos de 30, 45 y 45 min.
respectivamente. Dichos datos indican que la
cepa Coro es resistente a todos los insecticidas
organofosforados evaluados.
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En la Fig. 4 se presentan los resultados al
evaluar el insecticida piretroide lambdacialotrina
a una concentracion de 6,25 pg/mL. La cepa Coro,
present6 el 100% de mortalidad a los 30 min., no
superando el umbral de resistencia por lo que es
susceptible a dicho insecticida.

En la Fig. 5 se presentan los resultados al
evaluar el insecticida carbamato propoxur a una
concentracion de 6,25 pg/mL, la cepa Coro, alcanzd
el 100% de mortalidad a los 15 min., no superando
el umbral de resistencia por lo que esta cepa resultd
susceptible a este insecticida.

Pruebas Bioquimicas

En la Tabla I se presenta un resumen de
los resultados de los mecanismos de resistencia
a insecticidas “in vitro”, representados por la
media de las densidades opticas (DO) y sus
valores de desviacion estandar para cada una de las
determinaciones realizadas. Se muestran los valores
de la cepa referencial susceptible Rockefeller y la
cepa Coro encontrando que los niveles de esterasas (o)
y (B) fueron elevados y el analisis de Kruskal Wallis
demostréo que existen diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) al comparar con la cepa
susceptible. En cuanto a la AChei a pesar de encontrar
diferencias estadisticamente significativas con la cepa
Rockefeller, los valores estan por debajo de la misma.

Identificacion de esterasas por electroforésis

En la Fig. 6 se presentan los patrones
electroforéticos para las esterasas (o)) y (), donde se
pueden observar 3 patrones esterasas, con 1, 2 y 3
bandas, en total 3 patrones de bandas distintas, con
valores de Rf entre 0,2 a 0,7; con variable intensidad
del color de las bandas.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio
muestran que la cepa Ae. aegypti Coro presentd
resistencia a los insecticidas organofosforados:
malation, fenitrotion y pirimifos-metil, evidencian-
dose una marcada diferencia en las lineas graficas
obtenidas al comparar con las de la cepa susceptible
Rockefeller. Se demostréo que la resistencia a los
organosfosforados estudiados pudiera ser por
el incremento de los niveles de esterasas como
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Fig. 1. Datos tiempo-mortalidad en adultos de Ae. aegypti cepa susceptible (Rockefeller) y una cepa de
campo de Coro, estado Falcon expuestos al insecticida organofosforado malation a una concentracion

de 100 ug/mL por botella.
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Fig. 2. Datos tiempo-mortalidad en adultos de Ae. aegypti cepa susceptible (Rockefeller) y una cepa de
campo de Coro, estado Falcon expuestos al insecticida organofosforado fenitrotion a una concentracion

de 100 pg/mL por botella.
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Fig. 3. Datos tiempo-mortalidad en adultos de Ae. aegypti cepa susceptible (Rockefeller) y una cepa
de campo de Coro, estado Falcon, expuestos al insecticida organofosforado metil-pirimifos a una
concentracion de 100 ug/mL por botella.
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Fig. 4. Datos tiempo-mortalidad en adultos de Ae. aegypti cepa susceptible (Rockefeller) y una cepa de
campo de Coro, estado Falcon, expuestos al insecticida piretroide lambdacialotrina a una concentracion

de 6,25 pg/mL por botella.
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Fig. 5. Datos tiempo-mortalidad en adultos de Ae. aegypti cepa susceptible (Rockefeller) y una cepa de
campo de Coro, estado Falcon, expuestos al insecticida carbamato propoxur a una concentracion de
6,25 pg/mL por botella.
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Fig. 6. Patrones electroforéticos en Ae. aegypti de Coro (hembras y
machos), Municipio Miranda, Estado Falcon.

HEMBRAS MACHOS

ek e ——

-, W W — — A4

ALFA

i — B2

BETA

Vol. LV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2015 179



Resistencia a insecticidas de la cepa Coro, Falcon, Venezuela

Tabla I. Mecanismos de resistencia “in vitro” (media y desviacion estandar) de Ae. aegypti cepa
susceptible (Rockefeller) y una cepa de campo de Coro Falcon.

Mecanismos Enzimaticos Evaluados

Cepas - -
Esterasas alfa (a) Esterasas beta () AChei Insensible
Rockefeller 1,163 1,063 0,110
+/- 0,080 +/- 0,087 +/-0,026
Falcon 1,641 1,634 0,107
+/- 0,091 +/- 0,111 +/-0,104

mecanismo de resistencia metabolica dado por los
altos valores obtenidos en las pruebas bioquimicas de
las esterasas (o) y (B) (Flores et al., 2007). La AChei
no esta involucrada como mecanismo de resistencia a
los insecticidas organofosforados a pesar de encontrar
diferencias significativas (P<0,05), al comparar
con la cepa Rockefeller, se encontraron valores
inferiores de los presentados por esta cepa. Diversos
estudios han demostrado resistencia a los insecticidas
organofosforados en Anopheles (Figueroa et al.,
2006) Culex (Reyes & Mark, 2000) en Ae. aegypti
(Georghiou et al., 1987). En 1960 se reportaron
los primeros casos de resistencia a insecticidas
organofosforados y carbamatos en Ae. aegypti (Fox
et al., 1961), reportaron una cepa en Puerto Rico
resistente a malation y diazinon. La capacidad de
resistir al malation se asoci6é con la destoxificacion
mediada por enzimas de actividad especifica:
carboxilesterasa lo cual concuerda con los resultados
obtenidos en este estudio. Molina de Fernandez et
al. (1995), asi mismo reportaron que en cepas de
Ae. aegypti de cinco estados venezolanos (Aragua,
Barinas, Lara, Miranda y Téachira), se demostrd
que los organofosforados malation y fenitrotion
continuaban siendo eficaces para el control en zonas
urbanas a pesar de haber sido ampliamente usados
para el control de Ae. aegypti en Venezuela.

El origen de esta resistencia metabolica
pudiera ser el resultado de las medidas de control
aplicadas al vector Ae. aegypti en el municipio
Miranda, Coro, estado Falcon las cuales incluyen
el uso de malation y fenotion (fenitrotion) para el
control de adultos segin datos suministrados por la
Direccion de Salud Ambiental y Contraloria Sanitaria
de la Gobernacion Bolivariana del Estado Falcon.
Esta presion con el malation pudo haber producido
genes de resistencia que favorece resistencia cruzada
a fenitrotion y pirimifos-metil, lo cual se evidencid
en dicho estudio. Se encontr6 susceptibilidad al
insecticida piretroide lambdacialotrina y al carbamato
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propoxur. Estudios de evaluacion de la resistencia
a insecticidas han encontrado susceptibilidad a
insecticidas piretroides tal es el caso de Vargas
et al. (2006) y Bisset et al. (2009) por lo que este
insecticida al igual que el carbamato propoxur son
buenos candidatos para emplear en las estrategias
de control de este vector. Mas recientemente,
Molina de Fernandez et al. (2013), publicaron un
estudio donde evaluaron mosquitos provenientes de
zonas urbanas con alta casuistica de dengue de los
estados: Amazonas, Aragua, Bolivar, Lara, Mérida
y Zulia, para determinar el status de susceptibilidad
en este vector al malation, en comparacion con la
cepa susceptible Rockefeller. Los resultados de los
bioensayos mostraron que existe susceptibilidad
a malatién, lo cual fue confirmado por pruebas
bioquimicas. Los datos encontrados en este estudio,
sugieren que una estrategia de manejo de insecticidas
es necesaria para implementar y mantener a largo
plazo la susceptibilidad, tratando de revertir la
resistencia encontrada en Coro estado Falcon.

Los analisis por medio de electroforésis,
revelaron diversas combinaciones de bandas,
tanto de esterasas alfa como de esterasas beta. No
obstante, se encontrd que estaba presente una banda
correspondiente con la llamada B2 (Rf=0,2) y otra
banda correspondiente con la llamada A4 (Rf=0,7),
ambas estan reportadas como mecanismo de
resistencia a insecticidas organofosforados, en varias
especies de mosquitos vectores de enfermedades.
Estos datos son el primer reporte de zimogramas de
estarasas(a) y (B), en Ae. aegypti de Coro, Falcon,
y son un aporte valioso, que pone a disposicion una
herramienta bioquimica, para confirmar resistencia
a insecticidas por bioensayos biologicos. Estos
resultados concuerdan con los reportados por
Rodriguez et al., 2000, quienes encontraron que
todas las cepas evaluadas de Ae. aegypti de varios
paises de Latino América que incluyen a Venezuela,
presentaban una banda fuertemente tefiida de una
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esterasa A4, que estuvo asociada con la resistencia
a insecticidas organofosforados, usados en los
programas de control para esta especie. Asi mismo
Bisset et al., 2001, reporta la misma banda de esterasa
A4, para cepas de Ae. aegypti, provenientes de varios
estados de Venezuela y una cepa de Santiago de Cuba.
También Vargas et al., 2006, identificaron la esterasa
B2 en Ae. aegypti de Perti asociada con resistencia
a organofosforados, encontrada en bioensayos “in
vivo”. Finalmente Rodriguez et al., 2007, en ocho
paises de Latino América incluyendo Venezuela,
en geles de poliacrilamida, detectaron la presencia
de una banda fuertemente tefiida de esterasa A4,
asociada con resistencia al organofosforado temefos
en larvas de Ae. aegypti, y con resistencia en adultos
a piretroides.

Sobre la base de los resultados obtenidos,
Ae. aegypti de Coro, Falcon, muestra resistencia a los
organofosforados malation, fenitrotion y pirimifos
metil y susceptibilidad al piretroide lambdacialotrina
y al carbamato propoxur, por lo que se recomienda
establecer estrategias de control, utilizando el
piretroide y/o el carbamato en esquemas de rotacion,
alternando con insecticidas que posean diferentes
mecanismos de destoxificacion, aplicando estrategias
para el control focal de Ae. aegypti.
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in Coro, Falcon state, Venezuela
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RESUMEN

La cucaracha americana (Periplaneta americana)
(Insecta: Dyctioptera, Blattodea) posee una amplia
distribucion y adaptacién a los ambientes humanos, y
representa un problema de salud publica en areas con un
manejo sanitario inadecuado. El objetivo del presente estudio
fue identificarlos taxones enteroparasitos en tegumento y
tracto gastro intestinal de ninfas y adultos de P. americana.
Entre abril y noviembre de 2014 fueron recolectados 149
ejemplares (102 imagos y 47 ninfas), en tres sitios de
la ciudad de Coro, estado Falcén, Venezuela: mercado
municipal (N=32), recinto universitario (N= 62) y Hospital
Universitario “Alfredo Van Grieken” (HUAVG) (N=55).EI
analisis parasitologico reveld la presencia en el 97,99%
(146/149) de las cucarachas muestreadas de 13 taxa entero-
parasitarias, de las cuales siete son consideradas de interés
sanitario (Blastocystis spp., Leptomonas spp., Cyclospora
spp., Cystoisospora spp., Lophomonas blattarum, Ascatris spp.
y Enterobius vermicularis). Las taxa mas prevalentes fueron
Blastocystis spp. (82,6%: 123/149) y Leptomonas spp. (70,5%:
105/149). Se discute las implicaciones de estos hallazgos en
el contexto de la salud publica.

Palabras clave: Periplaneta americana, parasitos intestinales,
identificacion,foresis, Venezuela.

INTRODUCCION

En la actualidad el Orden Blattodea (Insecta:
Dyctioptera) lo integran ademas de las cucarachas,
las termitas que son insectos ecusociales y que
eran clasificados anteriormente dentro del orden
Isoptera (Inward et al., 2007). En el globo terraqueo

SUMMARY

The American cockroach (Periplaneta
americana) (Insecta: Dyctioptera, Blattodea) is a specie
with a cosmopolitan distribution and well adapted to human
environments. Cockroaches constitute a health hazard in
areas with poor sanitary facilities. The aim of this study was
to identify parasitic enteric taxa on tequment and intestinal
tract of nymphs and adults of P. americana. Between April
and November 2014, 149 specimens (102 adults and 47
nymphs) were collected in 3 municipal environments:an
out market (N= 32), a university (N=62) and a hospital
(HUAVG) (N=55), from Coro city, Falcon state, Venezuela.
Parasitological analysis revealed the presence of 13
parasitic taxa in 97,99% (146/149) of cockroaches; seven of
these parasites are considered to be for sanitary importance
(Blastocystis spp., Leptomonas spp., Cyclospora spp.,
Cystoisospora spp., Lophomonas blattarum, Ascaris spp.
and Enterobius vermicularis). Blastocystis spp. (82,6%:
123/149) and Leptomonas spp. (70,5%: 105/149) were the
most prevalent taxa.The implications of these findings for
public health were discussed.

Key words: Periplaneta americana, intestinal parasites,
identification, phoresis, Venezuela.

existen actualmente alrededor de 4.500 especies
de cucarachas, de las que solamente se encuentran
asociadas o adaptadas a los ambientes transformados
por el ser humano como 25 taxones (Beccaloni &
Eggleton, 2011). Dentro de las cucarachas con habitos
peridomésticos y domésticos, destaca Periplaneta
americana (Blattidae) denominada comunmente
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cucaracha americana, la cual posee una distribucion
cosmopolita y es la cucaracha de mayor tamafio que
invade los recintos humanos, especialmente en el area
urbana (Rust ef al., 1991; Cochran, 1999; Graczyk et
al., 2005).

La avidez y atraccion de las cucarachas
sinantropicas y particularmente P. americana, para
alimentarse sobre una gran variedad de sustratos,
incluyendo alimentos, basura y/o excretas, las ponen en
contacto con microorganismos patdgenos, tales como
virus, hongos, bacterias, protozoos y/o helmintos, de
manera tal que pueden actuar como transportadores
mecanicos o foréticos de estos microorganismos
patégenos, ya sea en su tegumento y/o intestinos
(Ramirez-Pérez, 1989; Rust et al., 1991; Lee, 1997,
Cochran, 1999; Graczyk et al., 2005). En este sentido,
como todo insecto posee un exoesqueleto donde se
encuentran los agentes patdgenos, asi mismo, en su
anatomia interna las cucarachas tienen estructuras
que contribuyen a transmitir elementos o factores
contaminantes; en efecto, dentro de sus glandulas
salivales, el tracto gastrointestinal y el sistema excretor
pueden al menos permanecer viables numerosos tipos
de organismos patdgenos, que pueden diseminarse con
sus vomitos, su saliva y sus excrementos (Lee, 1997;
Cochran, 1999; Graczyk et al., 2005). Adicionalmente,
los excrementos y las cuticulas de las cucarachas poseen
una amplia variedad de alérgenos, de manera tal que
muchas personas sensibles pueden potencialmente,
dependiendo de la raza, condiciéon socio-econdmica,
exhibir respuestas alérgicas, incluyendo procesos
asmaticos, erupciones dérmicas, congestion nasal,
estornudos (Sarpong et al., 1996; Bassirpour & Zoratti,
2014; Jeong et al., 2015). También estos insectos
pueden ocasionar en ciertos individuos episodios de
ansiedad y miedo (entomofobia) (Lee, 1997).

Ademas de lo indicado, es importante
destacar otros aspectos bioldgicos y ecoldgicos de
P. americana que le permiten ser considerado como
un eficiente transportador mecanico de patogenos
en los ambientes sinantropicos. Asi, los adultos
de esta especie de cucaracha doméstica exhiben la
capacidad de soportar el ayuno por varias semanas,
y poseen la habilidad de reproducirse durante todo
el afo en condiciones ambientales favorables (e.g.,
elevada humedad y temperaturas calidas); con tan
solo una comida producen varias ootecas; asi mismo,
pueden cambiar de habitats durante el dia y la noche,
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desplazandose dentro de los recintos (e.g., ambientes
domiciliares, comerciales y hospitalarios) (Cochran,
1999).

Los parasitos intestinales de interés médico-
zoonodtico son muy frecuentes en los habitantes
de la zona semiarida del estado Falcon, region
nor-occidental de Venezuela (Cazorla et al., 2006;
2012; 2014). Asimismo, en dichas regiones se han
identificado estos entero-parasitos tanto en animales
domésticos como en vegetales y frutas, incluyendo en
las denominadas “comidas rapidas” (Tortolero et al.,
2008; Cazorla et al., 2009; 2013a,b).

En la ciudad de Coro, enclavada en la
zona semidrida del estado Falcon, en la region nor-
occidental de Venezuela y sus alrededores, es un
hecho vivencial y comun observar con frecuencia
numerosas poblaciones de cucarachas, especialmente
de P. americana, y en particular en las cercanias de
los mercados, expendios de comidas, viviendas,
depdsitos de basuras, incluyendo los de los hospitales
y criaderos de animales en general y recintos
educativos, con mayor énfasis donde el manejo
sanitario es inapropiado.

A pesar de la presencia de abundantes
poblaciones de cucarachas domésticas y de una
prevalencia relativamente elevada de parasitos
entéricos en esta zona del territorio nacional, no se
tiene conocimiento de estudios documentados acerca
de la importancia y relevancia de las cucarachas
domésticas como posibles transportadores mecénicos
de parasitos intestinales.

Por todo lo comentado, el presente trabajo
tuvo como objetivo detectar la presencia de entero-
parasitos, con mayor énfasis en los que potencialmente
son patdgenos para el humano y sus animales, en
adultos y ninfas de P. americana recolectados en
diversas areas de la ciudad de Coro, estado Falcon,
Venezuela.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El estudio descriptivo transversal se realizo
entre abril y noviembre de 2014, en la ciudad Coro

(Lat.: 11°24'N; Long.: 69°40°0), capital del estado
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Falcon, en la region semiarida septentrional de
Venezuela. La zona posee caracteristicas bioclimaticas
correspondientes al monte espinoso tropical(MET),
con clima semiarido, isotermas entre 27 y 28°C,
escasas precipitaciones y suelos ostensiblemente
erosionados (Ewel et al., 1976).

Captura e identificacion de cucarachas

Se realizaron capturas manuales y con
trampas elaboradas ad hoc con envases plasticos
(22 cm altura x 10 cm de anchura; cono: 10 cm x
3 cm) (Fig. 1) de ninfas y adultos de cucarachas
(Blattodea), en tres sitios, como referencia para la
busqueda de posibles fuentes de contaminacion de
areas comunitarias, educativas y nosocomiales de
las cucarachas; para ello, se escogieron el mercado
municipal, campus Borregales del Area Ciencias de la
Salud, Universidad Nacional Experimental “Francisco
de Miranda” (UNEFM) y el Hospital Universitario
“Alfredo Van Grieken” (HUAV). La distancia
entre los sitios de colecta es de aproximadamente
1,5 kilometros.Una vez capturadas, las cucarachas
se transportaron inmediatamente dentro tubos de

Fig. 1. Trampa disefiada para la captura de
cucarachas.
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ensayo estériles individuales para ser procesadas
el mismo dia en el Laboratorio de Entomologia,
Parasitologia y Medicina Tropical (LEPAMET),
UNEFM, Coro, Estado Falcén, Venezuela. Los
insectos se inmovilizaron con frio (5-4°C) dentro de
un refrigerador por 3-5 minutos, observandose bajo
microscopio estereoscopico para su identificacion
especifica de acuerdo a claves taxondmicas ad hoc
(Ramirez Pérez, 1988; Beccaloni, 2007).

Aislamiento e identificacion de pardsitos intestinales

Una vez identificadas las cucarachas, para
el aislamiento de los parasitos de la superficie del
exoesqueleto se afiadieron 2 ml de solucion salina
estéril (0,9%) dentro de los tubos que las contienen, y
se agitaron durante 2-3 minutos en vortex, y luego se
removieron con pinzas estériles. El liquido resultante
del lavado se dejo sedimentar en reposo a temperatura
ambiente por 2-3 horas, y luego se centrifugé a 331
de fuerza centrifuga relativa (FCR) x g durante 3-5
minutos, procediéndose a recolectar el sedimento. Las
muestras del sedimento se colocaron por duplicado
sobre lamina portaobjeto, siendo observadas bajo
microscopio de luz con la implementacion de los
métodos parasitologico directo (solucion salina y
lugol), y de tincién de Kinyoun (alcohol-acido-
resistente), para la bisqueda especifica de ooquistes
de coccidios intestinales, los cuales se midieron
con ocular calibrado (Botero & Restrepo, 2012).
Las cucarachas se consideraron positivas cuando se
detectd, por lo menos, un estadio de protozoarios/
cromista (quiste-ooquiste) o helmintos (huevo, larvas
y/o adultos).

Para el aislamiento de los parasitos internos,
las cucarachas se fijaron con alfileres en una placa de
Petri rellena de parafina, y luego el tracto digestivo
fue disectado asépticamente bajo microscopio
estreoscopico. El tejido entérico se macerd
bajo condiciones de asepsia, dentro de mortero
conteniendo 2 ml de solucion salina. Inmediatamente,
el macerado se procesd parasitologicamente de
manera similar como se describid anteriormente.
Para la identificacion de los taxones de parasitos
intestinales de interés médico-zoonotico se siguid a
Botero & Restrepo (2012); y para los propios de las
cucarachas, los trabajos de Poinar (1977), Poinar &
Thomas (1978), Kudo (1980) y Camino & Gonzalez
(2012).
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Analisis estadistico

La asociacion univariante entre la presencia
de entero-parasitos con el estadio de desarrollo de
las cucarachas (imagos, ninfas) y el sitio de captura
se hizo mediante las pruebas de Ji cuadrado (y?) de
Pearson y x*> de Mantel-Haenszel.Se calcul6 el indice
de abundancia de Simpson (), para estimar las
diferencias entre la composicion de las comunidades
de parésitos intestinales de las cucarachas en los
tres ambientes estudiados (Dash & Dash, 2009). La
posible asociacion entre la distribucion de las taxa
parasitarias y los diferentes ambientes muestreados
se hizo mediante un Analisis de Correspondencia
(Salvador, 2003). Los datos se analizaron mediante
paquete estadistico PAST (Version 3.06) (Hammer
et al.,2001), y pagina Web para célculos estadisticos
StatPages.net (members.aol.com/Johnp71/javastat.
html).

RESULTADOS

Se recolectaron un total de 149 ejemplares de
cucarachas (102 imagos y 47 ninfas), correspondiendo
32 (11 imagos y 21 ninfas) al mercado municipal,
62 (46 imagos y 16 ninfas) al recinto universitario,
y 55 (45 imagos y 10 ninfas) al HUAV; de acuerdo
al estudio morfo-taxonémico comparativo detallado
(Ramirez Pérez, 1988; Beccaloni, 2007), los mismos
correspondieron a la especie Periplaneta americana
(Blattodea: Blattidae) (Fig. 1). De las 149 cucarachas
examinadas, el 97,99% (146/149) albergaba una
o hasta seis taxa parasitarias; de los tres (2,0%)
ejemplares que resultaron negativos, uno era adulto y
dosninfas, que se capturaron en el mercado municipal;
no se encontr6 una relacién estadisticamente
significativa entre la presencia parasitaria y el estadio
de desarrollo de los insectos (y*=4,01; P=0,12), ni
con respecto al sitio de su captura (¥*=0,00; P=1).
El andlisis parasitologico de las cucarachas revelo
la presencia de 13 taxa entero-parasitarias (Tabla I;
Fig.2), de las cuales siete son consideradas de interés
médico, incluyendo el cromista Blastocystis spp.,
los protozoarios Leptomonas spp., Cyclospora spp.,
Cystoisospora spp., Lophomonas blattarum, y los
helmintos Ascaris spp. y Enterobius vermicularis
(Tablal). Las taxa mas prevalentes fueron Blastocystis
spp. (82,6%: 123/149) y Leptomonas spp. (70,5%:
105/149) (Tabla I). El indice de abundancia (1) de la
fauna parasitaria, incluido su intervalo de confianza
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Fig. 2. Taxones parasitarios aislados en la
cucaracha americana (Periplaneta americana)
en Coro, estado Falcon, Venezuela (2014). A).
Promastigotes de Leptomonas spp.; B). Trofozoito
de Lophomonas blattarum; C) Trofozoito de
Lophomonas striata; D) Trofozoito de Entamoeba
blattae; E) Trofozoito de Nyctotherus ovalis;
F) Ooquiste de Cystoisospora spp.; G) Huevo
de Enterobius vermicularis; H) Ooquiste de
Cyclospora spp. I) y J) Larva y huevo de

Thelastoma spp.; K) y L) Huevos y macho de
Hammerschmidtiella spp. (10X); M) Forma quistica
de Blastocystis spp. Tincion lugol, 40X.
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(95%), para los tres sitios de captura (Mercado
municipal, UNEFM y HUAYV, respectivamente) fue:
0,71(0,62-0,76);0,7895 (0,76-0,81); 0,74 (0,71-0,77).
Con la aplicacion del Analisis de Correspondencia
solo se evidencid una acentuada asociacion entre E.
vermicularis y el recinto hospitalario, y entre E. coli-
Ascaris spp. con el de tipo educativo (Fig.3).

DISCUSION

En el presente estudio, se demostrd la
presencia de parasitos entéricos de interés médico-
zoonético en un elevado porcentaje (>97%) de
ejemplares de la cucaracha sinantropica P. americana
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Tablal. Enteroparasitos aislados en adultos y ninfas de Periplaneta americana, segun sitio de recoleccion.

e N=32 N= 62 N= 55 N= 149

Enteroparasito identificado Mercado municipal UNEFM** HUAV* Total (%)
(%) (%) (%)

Cromistas
Blastocystis spp. 18 (56,3) 50 (80,7) 55 (100) 123 (82,6)
Protozoarios
Entamoeba blattae 9(28,1) 48 (77,4) 42 (76,4) 99 (66,4)
Nycthoterus ovalis 0(0,0) 5(8,1) 2 (3,6) 7 (4,7)
Leptomonas spp. 14 (43,8) 43 (69,4) 48 (87,3) 105 (70,5)
Cyclospora spp. 0(0,0) 16 (25,8) 8 (14,5) 24 (16,1)
E. coli 0(0,0) 3(4,9) 0(0,0) 3(2,0)
Cystoisospora spp. 0(0,0) 1(1,6) 1(1,8) 2(1,3)
Lophomonas blattarum 1(3,1) 3(4,8) 2 (3,6) 6 (4,0)
Lophomonas striata 2(3,6) 3(4,8) 3(4,8) 8 (5,4)
Helmintos
Ascaris spp. 0(0,0) 1(1,6) 0 (0,0) 1(0,7)
Enterobius vermicularis 0(0,0) 0(0,0) 3(5,5) 3(2,0)
Thelastoma spp. 1(3,1) 9 (14,5) 4 (7,3) 14 (9,4)
Hammerschmidtiella spp. 3(9,4) 4 (6,45) 1(1,8) 8 (5,4)

*Hospital Universitario “Alfredo Van Grieken”; **recinto universitario. N=niimero de cucarachas analizadas; n= niimero de insectos positivos.

capturados en diversas areas comunitarias, educativas
y hospitalarias; por ello, estos resultados permiten
sugerir que estos insectos representan un peligro
potencial para la adquisicion de enfermedades de
origen parasitario, especialmente a nivel nosocomial,
en los habitantes de la ciudad de Coro, estado Falcon,
Venezuela. Sin embargo, es necesario sefalar que la
ocurrencia o aislamiento de un parasito intestinal o
de cualquier otro microorganismo, en un insecto u
otra clase de artropodo solo es un indicativo de su
presencia, y se debe demostrar que el mismo es capaz
de transmitirlo (Bejar et al., 2006; Lemos et al.,
20006). Por otra parte, el solo hecho de la ocurrencia
de cucarachas y de enteroparasitos en su tegumento y
tracto gastrointestinal, es un indicador de salubridad
deficiente en estos recintos con materia organica en
descomposicion (e.g., heces fecales, alimentos), y
que utilizan las ninfas y adultos de las cucarachas
para alimentarse, representando de esta manera una
fuente potencial de contaminacién (Cochran, 1999;
Graczyk et al., 2005).

El cromista Blastocystis spp., agente causal
de diarrea muy importante en el humano (Botero &
Restrepo, 2012), resulto ser el taxon de enteroparasito
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mas frecuentemente detectado en P. americana, en
mas del 80% de los casos; sin embargo,este resultado
no deberia ser sorprendente, toda vez que por lo
general este taxon cromista es el parasito intestinal
de mayor prevalencia en humanos en la region
falconiana, especialmente en su zona semiarida
(Cazorla et al., 2012; 2014). El 82,6% de ocurrencia
de Blastocystis spp. en P. americana de Coro, es
mayor que las cifras obtenidas en Peru para esta
especie de cucaracha doméstica (49%) (Fernandez
et al., 2001), Iran (32,3%) (Doroodgar et al., 2006)
y Tailandia (1,2%) (Chamavit et al., 2011); llama la
atencion que las formas quisticas de Blastocystis spp.
no se han aislado en estudios parasitologicos hechos
en cucarachas sinantropicas en otras regiones del
mundo (Etiopia: Kinfu et al., 2008; Hamu et al., 2014;
Ghana: Tetteh-Quarcooet al., 2014; India: Fotedaret
al., 1991; Nigeria: Tatfenget al., 2005; Adelekeet al.,
2012; Egipto: El-Sherbini & El-Sherbini, 2011; El-
Sherbini & Gneidy, 2012; Filipinas: Toralbaa et al.,
2011).

Los flagelados del género Leptomonas
spp- (Euglenozoa: Kinetoplastea, Trypanosomatida)
fueron los protozoarios aislados con mayor frecuencia,
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Fig. 3. Asociacion de las taxa parasitarias aisladas de cucarachas y los ambientes muestreados
mediante Analisis de Correspondencia (Eje1: eigenvalor=0,05; 63,9%; Eje2: eigenvalor=0,03; 36,0%).
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en el 70,5% de los ejemplares de P. americana en
todos los ambientes muestreados; este porcentaje
es mayor al obtenido en Peru de 1,1% también para
esta especie de cucaracha (Fernandez et al., 2001).
Los reportes de este flagelado se hicieron para el
pais entre 1919 y 1930, incluyendo L. blaberae en
Blabera spp. (Blattodea: Blaberidae), L. foveati
en Notocyrtus foveatus (Hemiptera: Reduviidae),
y L. periplanetae en P. australiasiae (Blattodea:
Blattidae) (Diaz Ungria, 1981). Leptomonas spp. es
un taxon de trypanosomatido monoxénico propio del
tubo digestivo insectos, que ocasionalmente puede
infectar a humanos, especialmente a individuos
inmunocomprometidos, ocasionando patologias a
nivel cutdneo o visceral (Srivastavaet al., 2010; Sing
etal.,2013). Por lo tanto, se hace necesario cultivar y
tipificar molecularmente estos aislamientos.

Los entero protozoarios apicomplejos
de la clase de los coccidios se encuentran entre
los mas importantes agentes causantes de diarrea,
especialmente en pacientes inmuno comprometidos
(Botero & Restrepo, 2012), siendo muy prevalentes
en las comunidades del semiarido falconiano (Cazorla
et al., 2012; 2014); en las cucarachas capturadas en
Coro se logro6 identificar los ooquistes de los géneros
Cyclospora spp. y Cystoisospora spp., tal como
también se ha documentado en Blattidae de Tailandia

Vol. LV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2015

(Chamavit et al., 2011), Egipto (El-Sherbini & El-
Sherbini, 2011) y Nigeria (Tatfeng et al., 2005).

Se debe resaltar el hallazgo de trofozoitos
y  quistes del protozoario  multiflagelado
Lophomonas blattarum (Parabasalia: Hypermastigia,
Cristomonadida: Lophomonadidae) en 6 (4%) de los
ejemplares de P. americana;estacifrade prevalenciaen
esta especie de cucaracha sinantropica es mayor a la
obtenida en Peru (2,8%) (Fernandez et al., 2001),
pero menor a la de China (40%) (Yang et al., 2014)
y Brasil (12-17%) (Lemos, 1992). A este protozoario
se le seflala cominmente como un endocomensal
en el tracto intestinal de artropodos, tales como
cucarachas y termitas, y de no ser patdogeno para el
humano (Zerpa et al., 2010; Martinez-Giréon & van
Woerden, 2013; 2014).Sin embargo, en la actualidad
L. blattarum se encuentra entre los protozoarios
reconocidos de ocasionar patologias a nivel del
tracto respiratorio (lophomoniasis broncopulmonar),
especialmente en individuos inmunocomprometidos
asi como también en asmaticos, tanto adultos como
en nifos (Zerpa et al., 2010; Martinez-Giron &
van Woerden, 2013;2014).Por lo tanto, existe el
riesgo potencial de adquirir, especialmente a nivel
nosocomial, lofomoniasis broncopulmonar a través
de quistes inhalados o consumidos de materiales
contaminados por heces o secreciones de las
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cucarachas (e.g., alimentos, polvo, ropas), asi como
también de termitas (Martinez-Giron &van Woerden,
2013; 2014). La otra especie del género, L. striata,
también se ha logrado aislar junto con L. blattarum
(i.e, en condiciones simpatricas), en las cucarachas
capturadas en los diversos recintos muestreados;
L. striata posee cuerpo alargado con estructuras
semejantes a agujas colocadas oblicuamente, y se le
consideraun comensal de las cucarachas sinantrépicas,
y a diferencia de su congénere L. blattarum, no se
le tiene como una especie patdgena para el humano
(Gile & Slamovits, 2012). L. striata y L. blattarum
fueron sefialadas en 1926 y 1959 respectivamente, en
P. americana en nuestro pais (Diaz Ungria, 1981).

Los huevos de los geohelmintos del género
Ascaris spp., agente etiologico de la ascariasis (Botero
& Restrepo, 2012), se identificaron solamente en un
ejemplar de P americana (0,7 %), cifra muy similar
a las detectadas en Tailandia (0,3%)(Chamavit et al.,
2011) y Egipto (0,44%) (Amira et al., 2009), pero
mas bajas que las dadas para Nigeria (17,6-36,6%)
(Iboh et al., 2014; Okafor & Elenwo, 2014), ¢ Iraq
(3,1- 7,5%) (Hamza & Mahdi, 2010; Al-bayati et al.,
2011). La identificacion de estos huevos, sugiere que
esta cucaracha sinantropica pudiera estar jugando un
papel importante en la epidemiologia de los helmintos
transmitidos por el suelo, ya que son capaces de
recorrer hasta 5 kildémetros en una hora de un sitio a
otro (Cochran, 1999; Graczyket al., 2005).

Los huevos de Enterobius vermicularis se
identificaron en 3 ejemplares de P. americana;sin
embargo, es significativo sefialar que los oxiuros
se encuentra ampliamente prevalente en la region
semidrida falconiana tanto del area rural como urbana
(Cazorla et al., 2006). Los huevos de este helminto
son muy livianos y pueden permanecer viables en el
polvo y/o superficies durante 2-3 semanas (Cazorla
et al., 2006; Botero & Restrepo, 2012); esto permite
que el viento los esparza con suma facilidad por todos
los ambientes, y se incremente el contacto con las
cucarachas.

Aunque no poseen relevancia médico-
zoonotica, es importante sefialar que los nematodos
oxitridos (Thelastomatidae) de los géneros
Hammerschmidtiella spp. 'y Thelastoma spp.
detectados en P. americana pudieran representar
agentes biocontroladores de estos insectos-plaga; de

190

alli que se hace necesario en ahondar en su estudio
bioldgico y taxonémico (Camino & Gonzalez, 2012).

Con la aplicacion del Analisis de
Correspondencia se visualizd que la mayoria de las
taxa enteroparasitarias identificadas en P. americana,
especialmente las de mayor ocurrencia, no mostraron
una asociacion acentuada con los 3 sitios estudiados
de la ciudad de Coro, lo que podria deberse a que esta
especie de Blattidae sinantropica posee una inusitada
habilidad para habitar cualquier lugar de las ambientes
urbanos. En este sentido, y lo cual pareciera apoyar lo
sefialado, luce interesante indicar que en poblaciones
de P. americana de Texas, EEUU, Pechal ef al. (2008)
encontraron que las mismas poseen un flujo genético
continuo, sin poder establecerse una relacion entre la
variacion genética y la distribucion espacial.

Tal como se demostré en el presente trabajo,
P americana posee la potencialidad de transportar
agentes parasitarios de interés médico-zoonotico.
Por lo tanto, se hace necesario realizar campafias
sanitarias con vigilancia epidemiologica, para
reducir y controlar las poblaciones de esta especie de
cucaracha sinantrépica, con especial énfasis en los
ambientes intrahospitalarios, lo que podria disminuir
la expansion de estas enfermedades infecciosas de
origen parasitario.
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RESUMEN

Este trabajo reporta la rigueza de especies de
anofelinos (Diptera: Culicidae) encontrada en los principales
habitats acuaticos (Iéticos y lénticos) del noroeste del estado
Amazonas, una de las principales areas endémicas de malaria
actualmente en Venezuela. Un total de 10 especies del
género Anopheles Meigen fueron registradas. El subgénero
Nyssorhynchus Blanchard dominé la fauna de anofelinos
con seis especies, seguido por los subgéneros Anopheles
Meigen y Stethomyia Theobald, con dos especies cada uno.
Entre las especies encontradas destacan An. (Nyssorhynchus)
darlingi Root vector principal de la malaria en la region y
An. (Nyssorhynchus) albitarsis Lynch Arribalzaga sensu
lato, complejo de especies dentro del cual se encuentra An.
marajoara (Galvéo & Damasceno), especie incriminada como
vector de malaria en el estado Bolivar. Este estudio contribuye
con la actualizacion del inventario de especies de la fauna de
mosquitos en la region del Escudo Guayanés venezolano.

Palabras clave: Anopheles, Nyssorhynchus, Stethomyia,
habitat acuatico, malaria, vectores, Venezuela

En el presente trabajo se muestra un
inventario preliminar sobre la diversidad de especies
de anofelinos (Diptera: Culicidae) de los principales
habitats acuaticos, tanto 1dticos (rio, cafio, arroyo)
como lénticos (laguna, charca, pantano), encontradas
en el sector norte, centro y sur del municipio Atures

SUMMARY

We report the species richness of anophelines
(Diptera: Culicidae) occurring in the main aquatic habitats
(lotic and lentic) of northwestern Amazonas, currently, one
of the main endemic areas for malaria in Venezuela. Overall,
10 species of the genus Anopheles Meigen were identified.
The dominant subgenus Nyssorhynchus Blanchard was
represented by six species, followed by Anopheles Meigen
and Stethomyia Theobald, both having two species. Among
the species collected, we highlight An. (Nyssorhynchus)
darlingi Root and An. (Nyssorhynchus) albitarsis Lynch
Arribalzaga sensu lato. The former is the main vector of
Plasmodium in the region and the second one has been
incriminated as a malaria vector in Bolivar State. This study
extends the current list of anopheline species of the Atures
municipality and provides a more complete picture of the
distribution of the mosquitoes of the Venezuelan Guiana
Shield region.

Key words: Anopheles, Nyssorhynchus, Stethomyia, habitat
acuatico, malaria, vectores, Venezuela

y la comunidad de Campo Florido, municipio Autana,
estado Amazonas (Fig. 1), areas endémicas de malaria
en el sur de Venezuela (Metzger et al., 2009. Malar
J. 8: 291). Especificamente, se estudiaron los diversos
cuerpos acuaticos (sitios potenciales de colonizacion
de anofelinos) accesibles y presentes a lo largo del eje
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carretero norte (Parroquia Parhuefia), sur (Parroquia
Platanillal) y la zona central (Parroquias Fernando
Giroén, Tovar y Luis A. Gomez) del municipio Atures,
asi como la comunidad de Campo Florido ubicada en
la Parroquia Samariapo, municipio Autana (Fig. 1). Un
total de 20 sitios fueron muestreados en el afio 2009,
con una frecuencia mensual y por un periodo de once
meses consecutivos (Tabla I). En cada sitio, las fases
inmaduras (larvas y/o pupas) de Anopheles presentes
fueron recolectadas a partir de 30 muestras de agua de
230 ml. realizadas con un cucharon de cono truncado.
Las muestras fueron separadas por sitio de captura,
etiquetadas y colocadas en bolsas plasticas con agua

Navarro E. et al.

del habitat y trasladadas al laboratorio de la Unidad
Entomologica de la Direccion General de Salud
Ambiental (MPPS), en Puerto Ayacucho, capital del
municipio Atures, para su identificacion mediante el
uso de las claves taxondmicas apropiadas (Cova Garcia
& Sutil, 1997. Claves graficas para la clasificacion de
los Anofelinos de Venezuela. Pub. Div. End. Rurales,
Dir. Malariol. San. Amb. Ministerio de Sanidad y
Asistencia Social, Maracay, Venezuela. 92 pp; Faran &
Linthicum, 1981. Mosq. Syst. 13: 1-81; Navarro, 1996.
Bol. Dir. Malariol. San. Amb. 36: 25-43). Siempre que
fue posible, se procedié a desarrollar los inmaduros
hasta adultos efectuando crias asociadas (Belkin et

Tabla I. Localidad y especies recolectadas en los municipios Atures y Autana, estado Amazonas,

Venezuela. 2009.

Localidad

Coordenadas

Especie

1 Sarén
2 Bambu Lucera
3 Monte Blanco

4 Puente Parhuena

5 Limon Parhuena
6 Bolsillo Malave

7 Loma Guacharacaz

8 Sector 57

9 Mangal

10 San Enrique Paila
11 Teri

12 San Enrique Bajo

13 Reforma
14 Danta

15 Platanillal

16 Guayabal

17 Porvenir

18 Campo Florido Il

19 Campo Florido |

20 Campo Florido Ill

05°59'22,72” N; 67°17°'41,65°0
05°57’55,91°N; 67°23'59,73"0
05°55°28,67"N; 67°23'32,66"0

05°53'47,29"N; 67°23'59,49"0

05°52'41,37"N; 67°23'01,86"0

05°41’17,06°N; 67°37°15,16"0

05°40’35,08"N; 67°37°52,36"0

05°40'46,39°N; 67°34'53,24°0
05°39'56,37"N; 670°33'30,01”0
05°38'02,55°N; 67°36°'57,26"0
05°38'47,57"N; 67°34'48,13"0
05°37°44,77"N; 67°36'45,47"0

05°35'37,86"N; 67°33'18,35"0
05°34°30,81”N; 67°32'24,49"0

05°25'14,29°N; 67°38'37,84"0

05°20'52,89"N; 67°42'17,42°0

05°20’30,53’N; 67°45'20,91"0

05°12'03,83"N; 67°47°06,98"0

05°12'02,54"N; 67°47°'27,47°0
05°12°17,70”N; 67°47°38,99"0

An. darlingi, An. triannulatus s.I.
An. braziliensis, An. mediopunctatus s.I.
An. darlingi , An. argyritarsis

An. darlingi, An. braziliensis, An. albitarsis
s.l, An. oswaldoi s.I., An. argyritarsis,
An. punctimacula s.1.

An. darlingi, An. braziliensis, An. albitarsis
s.l, An. punctimacula s.l.

An. darlingi, An. braziliensis,
An. argyritarsis.

An. albitarsis s.l, An. triannulatus s.1.,
An. kompi.

An. braziliensis
An. darlingi, An. argyritarsis, An. kompi.
An. darlingi
An. darlingi, An. argyritarsis.
An. darlingi

An. darlingi, An. braziliensis,
An. albitarsis s.I, An. mediopunctatus s.I.

An. darlingi, An. oswaldoi s.1.

An. darlingi, An. albitarsis s.1,
An. mediopunctatus s.l.

An. darlingi, An. braziliensis,
An. mediopunctatus s.I., An. argyritarsis

An. darlingi, An. braziliensis,
An. oswaldoi s.I.

An. darlingi, An. braziliensis,
An. argyritarsis, An. nimbus

An. darlingi, An. braziliensis,
An. oswaldoi s.I.

An. darlingi, An. braziliensis
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Fig. 1. Ubicacion gegrafica del area de estudio, municipios Atures y
Autana, estado Amazonas, Venezuela.
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Area de estudio: Parroquia Parhueiia 1= Saron; 2= Bambu Lucera; 3= Monte Blanco; 4= Puente Parhuea;
5= Limo6n de Parhuefia; Parroquia Fernando Girén T. 6= Bolsillo Malavé; 7= Lomas Guacharaca;
Parroquia Luis A. Gomez 8= Sector 57; 9= Mangal; 10= San Enrique (Paila); 11= Teri; 12= San Enrique
(Bajo); Parroquia Platanillal 13= Reforma; 14= Danta; 15= Platanillal; 16= Guayabal; 17= Porvenir; 18=
Campo Florido II; 19= Campo Florido I; 20= Campo Florido III.

al., 1965. Mosquito studies (Diptera, Culicidae) II.
Method for the collection, rearing and preservation of
mosquitoes. Contrib. Am. Ent. Inst. 1: 19-78).

Se identificaron un total de diez especies
pertenecientes al género Anopheles (Tablas 1 y 1I). La
mayoria de las especies, un total de seis, pertenecian
al subgénero Nyssorhynchus Blanchard: Anopheles
darlingi, An. albitarsis s.l., An. argyritarsis Robineau-
Desvoidy, An. oswaldoi (Peryassu) s.1., An. triannulatus
(Neiva & Pinto) s.l. y An. braziliensis (Chagas). El
siguiente subgénero representado fue Anopheles
Meigen, con dos especies, An. punctimacula Dyer &
Knab s.1. y An. mediopunctatus (Lutz) s.1., seguido por
el subgénero Stethomyia Theobald, también con dos
especies: An. kompi Edwards y An. nimbus (Theobald).

El reporte de algunas de las especies en
este estudio coincide con el previamente realizado
por Rubio-Palis ef al. (2005, Entomotropica. 20: 29-
38) para el estado Amazonas, en el area de Ocamo,
municipio Alto Orinoco, donde se observaron
cuatro especies: An. darlingi, An. oswaldoi s.l., An.
triannulatus s.l. y An. braziliensis, pertenecientes al
subgénero Nyssorhynchus. Igualmente, concuerda con
la distribucion fisiografica de los vectores de malaria
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en Venezuela (Osborn et al., 2004. Bol. Mal. Salud
Amb. 44: 77-92). Seglin la Gltima revision del género
Anopheles realizada por Rubio-Palis (2005, Bol. Mal.
Salud Amb. 45: 1-10) para Venezuela, existen 41
especies validas, incluyendo las especies de la serie
Arribalzagia, An. (Ano.) forattinii Wilkerson & Sallum
y An. costai (Fonseca & Ramos). Anopheles forattinii
ha sido reportada en el municipio Alto Orinoco del
estado Amazonas (Rubio-Palis et al., 2005. op. cit.) y
An. costai en el municipio Sifontes del estado Bolivar
(Moreno & Rubio-Palis, 2003. Entomotropica. 18: 211-
213). Ahora bien, teniendo en cuenta que los adultos
de estas tres especies, An. mediopunctatus, An. costai
y An. forattinii, son practicamente indistinguibles
(Wilkerson & Sallum, 1999. J. Med. Entomol. 36: 345-
354; Rubio-Palis, 2005. op. cit.), se plantea la necesidad
de realizar estudios futuros taxonéomicos que incluyan
crias asociadas en el area de estudio a fin de confirmar
la presencia ¢ identidad de An. mediopunctatus s.l.
aca reportado, asi como corroborar o descartar la
coocurrencia o no de las otras dos especies de la serie
Arribalzagia. Similarmente, se recomienda realizar
una revision cuidadosa del material existente en
diversas colecciones del pais, donde se ha reportado e
identificado a An. mediopunctatus a fin de corroborar
la presencia en Venezuela de An. mediopunctatus sensu

Bol. Mal. Salud Amb.
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Tabla Il. Especies de Anopheles identificadas en los municipios Atures y Autana, estado Amazonas

(2009).

Especies de Anofelinos

N° de Ejemplares

An. (Nyssorhynchus) darlingi Root 91
An. (Nyssorhynchus) braziliensis (Chagas) 40
An. (Nyssorhynchus) albitarsis Lynch Arribalzga sensu lato 38
An. (Nyssorhynchus) triannulatus (Neiva & Pinto) s.I. 18
An. (Nyssorhynchus) oswaldoi (Peryassu) s.l. 15
An. (Anopheles) mediopunctatus (Lutz) s.l. 9
An. (Stethomyia) kompi Edwards 2
An. (Nyssorhynchus) argyritarsis Robineau-Desvoidy 24
An. (Anopheles) punctimacula Dyer & Knab s.I. 3
An. (Stethomyia) nimbus (Theobald) 4

stricto. Wilkerson & Sallum (1999. op. cit.), verificaron
por primera vez la existencia de este complejo en Sur
América, Brasil, especificamente en la region costera
del estado de Sdo Paulo, en Rio de Janeiro y Parana.

En cuanto al complejo albitarsis, actualmente
existen ocho especies reconocidas dentro de este
complejo (An. albitarsis s.s., An. albitarsis F, An.
albitarsis G, An. albitarsis 1, An. deaneorum, An.
Janconnae, An. marajoara y An. oryzalimnetes),
adicionalmente a la existencia de un linaje, An.
albitarsis H (Ruiz-Lopez et al., 2012. Parasite Vectors.
5:44). La distribucion geografica de los miembros
de este complejo es amplia y abarca a Centro y Sur
América (Sinka et al., 2010. Parasite Vectors. 3: 72).
En Venezuela, trabajos previos al afio 2003 referian
la ocurrencia de la especie An. albitarsis s.l. (Rubio-
Palis, 2000. Anopheles (Nyssorhynchus) de Venezuela:
Taxonomia, Bionomia, Ecologia e Importancia
Médica. Publicaciones del Bol. Malariol. San. Amb.
Maracay. 124p). Posteriormente, con base en estudios
morfologicos y moleculares, se reporta para Venezuela
a An. marajoara (Rubio-Palis et al., 2003. J. Amer.
Mosq. Control Assoc. 19: 107-114). Recientemente,
se ha registrado la presencia de 4n. albitarsis F en los
municipios Sucre y Cedefo del estado Bolivar (Rubio-
Palis et al., 2013. Bol. Mal. Salud Amb. 53: 68-72),
por lo que es fundamental confirmar con técnicas
moleculares la(s) especie(s) de An. albitarsis s.l.
presentes en los municipios Atures y Autana.

Entre las especies encontradas en este estudio
destaca Anopheles darlingi, especie con una amplia
distribucion geografica, encontrandose en Centro y
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Suramérica desde el Sur de México hasta el Norte de
Argentina, asi como del este de la cordillera andina
hasta las costas del Atlantico (Forattini, 1987. Rev.
Saude Publica. 21: 291-304; Deane et al., 1948. Rev.
Serv. Espec. Saude Publ. 1: 827-965; Rachou, 1958.
Rev. Bras. Malariol. Doencas Trop. 10: 145-181;
Komp, 1941. Am. J. Trop. Med. Hyg. 21: 659-670).
Anopheles darlingi es considerado el principal vector
de Plasmodium vivax y P. falciparum en la cuenca
amazonica (Zimmerman, 1992. Mem. Inst. Oswaldo
Cruz. 87: 371-383; Lounibos & Conn, 2000. Am.
Entomologist. 46: 237-248). En Venezuela, es el vector
principal de malaria en el foco sur, el cual abarca los
estados Bolivar, Delta Amacuro y Amazonas region
que produce cerca del 84% de esta enfermedad en
el pais (Aché, 1998. Bol. Dir. Malariol. San. Amb.
38: 68-72; Moreno et al., 2009. Mem. Inst. Oswaldo
Cruz. 104: 764-768; Magris et al., 2007. Mem. Inst.
Oswaldo Cruz. 102: 303-311; Osborn et al., 2004.
op. cit.; Rubio Palis & Zinmmerman, 1997. J. Med.
Entomol. 34: 499-51). Igualmente, es vector de
malaria en los bosques interiores de tierras bajas y
sabanas (ecotonos), principalmente ubicadas al sur del
Rio Orinoco (Escudo Guayanés venezolano), donde
An. marajoara y An. braziliensis son considerados
vectores secundarios (Rubio-Palis et al., 2005. op.
cit.).

Finalmente, otra de las especies encontradas
en este estudio merece un particular comentario, 4An.
nimbus. Esta especie fue registrada previamente
en Amazonas (Cova Garcia, 1951. Publicac. Div.
Malariol. 10: 7-226; Sutil, 1980. Publicac. Div.
Endemias Rurales, 37pp.). Sin embargo, es una
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especie poco estudiada en el pais, aunque se conoce
que su habitat natural se encuentra dentro del bosque
en los margenes de quebradas, manantiales o rios muy
sombreados y con poca corriente (Cova-Garcia, 1951.
Publicac. Div. Malariol. 10: 7-226). Concluyendo,
el presente estudio ha actualizado el inventario
de especies para los municipios Atures y Autana,
constituyendo un nuevo aporte al conocimiento de la
distribucion geografica de la fauna de mosquitos en la
region del Escudo Guayanés venezolano.
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Mordedura de ciempiés (Chilopoda) en humanos: un registro de cuatro casos

en México

Centipede (Chilopoda) bite in humans: a report of four cases in Mexico

Fabio German Cupul-Magaiia'*, Herminio Teran-Flores?, JuliAn Bueno-Villegas® & Armando H.

Escobedo-Galvan'

RESUMEN

Hasta la fecha no existen registros disponibles
sobre casos de mordeduras y envenenamiento de ciempiés
(Chilopoda) en México. Sin embargo, algunas de las especies
principalmente del Orden Scolopendromorpha suelen
encontrarse en zonas urbanas y ser de gran tamafio (longitud
total >10 cm), lo cual puede ser de riesgo potencial para la salud
de los pobladores. En este trabajo se presentan cuatro casos
de mordeduras causadas por escolopendromorfos (Género
Scolopendra) en diferentes lugares de la Republica Mexicana.
El grado de envenenamiento, dependiendo del caso, provocd
desde dolores intensos hasta el presunto fallecimiento de un
nifio. Por otra parte, se documenta por primera vez el uso
de antiveneno para alacran en el tratamiento de mordedura
de ciempiés; resultado que puede estimular el desarrollo de
investigaciones sobre toxinas presentes tanto en el veneno de
alacran como de ciempiés, y el uso de tratamientos similares.
Aunque las mordeduras y envenenamientos de ciempiés en
México son poco frecuentes, es importante establecer un
protocolo médico estandarizado en los instituciones de salud
publica para que puedan ser atendidos con éxito.

Palabras clave: Myriapoda, envenenamiento, salud publica,
Scolopendromorpha.

Los ciempiés (Chilopoda) son artropodos
depredadores terrestres que se caracterizan por
presentar el cuerpo deprimido dorsoventralmente
y multisegmentado, donde la cabeza se encuentra
diferenciada del tronco, asi como un par de patas por
segmento (Lewis, 1981. The biology of centipedes.
Cambridge University Press, Cambridge; Edgecombe
& Giribet, 2007. Ann. Rev. Entomol. 52: 151-170;
Minelli, 2011a. En: Treatise on Zoology — Anatomy,

SUMMARY

Currently, there is a notable paucity of information
on bites and poisonings by centipede (Chilopoda) in
Mexico. Some species of the Order Scolopendromorpha
shows large body sizes (total length >10 cm) and
commonly occurs in urban areas; which could be a latent
risk for the residents. Here, we reported four cases of
centipede bite (Scolopendra genus) in different regions of
Mexico. The intoxication level varied in each case, from
severe pains to presumed death by poisoning in a child.
On the other hand, for first time, it is reported the use of
scorpion antivenom in treating centipede bite; which could
stimulate a new window research in relation to the toxins
both scorpions and centipedes, and the application of
similar treatments in accident cases. Although centipede
bites and poisonings in Mexico are rare, it is important to
establish a standardized medical protocol in public health
institutions.

Key words: Envenomation, Myriapoda, public health,
Scolopendromorpha.

Taxonomy, Biology: The Myriapoda, Vol. 1. Ed.
Minelli, 21. Brill, Leiden). Poseen un par de colmillos
o forcipulas por debajo de la cabeza en cuya base se
encuentran glandulas de veneno, las cuales se abren
camino al exterior por un conducto que desemboca
cerca de la punta de las afiladas forcipulas. Al morder,
los ciempiés inyectan sus toxinas para someter a sus
presas o para defenderse de un potencial depredador
(Lewis, 1981. Op. cit.; Eisner et al., 2005. Secret
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weapons: defenses of insects, spiders, scorpions,
and other many-legged creatures. The Belknap Press
of Harvard University Press, Cambridge; Minelli,
2011a. Op. cit.; Rosenberg et al., 2011. En: Treatise
on Zoology - Anatomy, Taxonomy, Biology: The
Mpyriapoda, Vol. 1. Ed. Minelli, 84-97. Brill, Leiden).
Contrario a lo que dicta la creencia popular, los
ciempiés no “pican” con sus patas caminadoras ni con
sus patas traseras, ya que no tienen aparato inoculador
en ellas.

El veneno de los ciempiés es una mezcla de
compuestos capaz de afectar el sistema nervioso de
insectos, paralizandolos e impidiéndoles moverse,
o al sistema nervioso autonomo de vertebrados con
impacto negativo en la tasa respiratoria, frecuencia
cardiaca y el tono muscular (Eisner et al., 2005. Op.
cit.). Entre los compuestos toxicos de su veneno se
encuentran péptidos, aminas, proteasas, esterasas,
hialuronidasas, histamina, serotonina, entre otros
(Lewis, 1981. Op. cit.; Eisner et al., 2005. Op. cit.;
Undheim & King, 2011. Toxicon. 57: 512-524; Yang
et al., 2013. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 110: 17534-
17539). Al respecto, Undheim & King (2011, Op.
cit.) realizaron una revision completa de las toxinas
presentes en el veneno de los ciempiés y su actividad
toxica.

Las 3.118 especies de ciempiés descritas
(Zhang, 2013. Zootaxa. 3703: 017-026) estan
agrupadas en cinco o6rdenes: Scutigeromorpha, Lithobi
omorpha, Craterostigmomorpha, Scolopendromorpha
y Geophilomorpha (Minelli, 2011b. Zootaxa. 3148:
1-237). Entre ellas, los escolopendromorfos, son
los que con mayor frecuencia estan involucrados en
casos de mordeduras en humanos (Lewis, 1981. Op.
cit.; Undheim & King, 2011. Op. cit.), posiblemente
porque alcanzan las tallas mas grandes dentro del
grupo (10 a 30 cm). Ademas, por su naturaleza
benigna, la mayoria de los casos de mordeduras
y envenenamientos nunca son registrados por los
hospitales o los médicos (Undheim & King, 2011.
Op. cit.). A pesar de lo anterior, se han registrado
decesos como resultado de infecciones secundarias
mas que por el propio envenenamiento (Undheim
& King, 2011. Op. cit). Sin embargo, algunas
muertes por envenenamiento se han documentado en
Filipinas, las islas Rodriguez y Tailandia (Undheim
& King, 2011. Op. cit.), asi como Venezuela (De
Sousa et al., 2014. Saber, Universidad de Oriente,
Venezuela. 26: 441-457). Por otra parte, cuando un
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ciempiés muerde, la mordedura se describe como la
sensacion de penetracion por una aguja hipodérmica
y, en el sitio de la herida, se pueden apreciar dos
marcas de puncion, con o sin hemorragia (Alexander,
1984. Arthropods and human skin. Springer-Verlag,
Berlin). Practicamente, todos los envenenamientos
causados por ciempiés se caracterizan por presentar
los siguientes sintomas: dolor inmediato, quemante
y localizado que varia en intensidad de insoportable
a leve y que, en algunas ocasiones, irradia a otras
partes del cuerpo; inflamacion localizada; eritema;
asi como complicaciones frecuentes relacionadas
con la mordedura como necrosis, parestesia, letargia,
sensacion quemante alrededor de la mordedura,
sudoracion en el area afectada, aumento de la
frecuencia respiratoria, arritmia, fiebre, ansiedad,
condicion de estupor, mareo y nausea (Alexander,
1984. Op. cit.; Undheim & King, 2011. Op. cit.).

En México se conocen 182 especies de
ciempiés. Su distribucion se observa en casi todo
el territorio nacional (Flores-Guerrero et al., 2015.
Dugesiana. 22: 69-80) y se han registrado especies
de escolopendromorfos con tallas superiores a los
10 cm (Cupul-Magafia, 2009. Dugesiana. 16: 81-
85; Cupul-Magafia, 2010. Brenesia. 73-74: 133-134;
Cupul-Magafia & Bueno-Villegas, 2015. Bol. Mus.
Entomol. Univ. Valle. 15: 7-9). En su veneno se han
aislado compuestos potencialmente toxicos (Mufioz-
Andrade et al., 2005. Aislamiento y caracterizacion
del péptido responsable de la actividad hialuronidasa
presente en el veneno del ciempiés (Scolopendra
viridis Say, 1821). XI Congreso de Biotecnologia y
Bioingenieria. Sociedad Mexicana de Biotecnologia
y Bioingenieria, A.C., Mérida, México; Muioz-
Andrade, 2006. Purificacioén y caracterizacion de la
proteina responsable de la actividad hialuronidasa
presente en el veneno del ciempiés (Scolopendra
viridis Say, 1821). Trabajo de grado de Maestria,
Universidad Autéonoma del Estado de Morelos.
Cuernavaca, México; Gonzalez-Morales et al., 2009.
Toxicon. 54: 8-15; Gonzalez-Morales et al., 2014. J.
Proteomics. 111: 224-237) y en la literatura médica
o cientifica no se ha documentado ningun caso de
mordedura y envenenamiento. El objetivo de esta nota
es documentar, por primera vez para México, cuatro
casos de mordedura por ciempiés sobre humanos
en distintas localidades del pais y asi contribuir al
conocimiento de la interaccion entre las personas y
este grupo de artrépodos potencialmente nocivos y
de importancia médica en ambientes urbanizados.
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La documentacion de tres de los cuatro casos se
realizo a partir de la extraccion de informacion de
los testimonios directos de dos pacientes y el relato
de un testigo de hechos. Estos casos sucedieron el
30 de mayo del 2015 en la ciudad de Puerto Vallarta,
Jalisco (20°35’48”N y 105013°52”0), en noviembre
del 2008 en un bosque de pino de la localidad de
Cruz de Mujer, municipio de Omitlan de Juarez,
Hidalgo (20°09°50”N y 98°36°38”0), asi como en el
afio de 1998 en el municipio Izicar de Matamoros
(coordenada media 18°36°01”N y 98°27°56”0). El
cuarto caso corresponde al trabajo clinico realizado
el 6 de junio de 2015 en las instalaciones del Centro
Toxicologico del Hospital Angeles Lomas en
Huixquilucan de Degollado, Estado de México.

Primer caso

Un hombre de complexién atlética, estatura
de 1,65 my edad de 36 afios, se encontraba la mafiana
del 30 de mayo realizando labores de limpieza de
escombro y maleza en el patio trasero de su casa. Al
levantar del suelo una pieza laminar de metal, observd
los rapidos movimientos del ciempiés hasta que éste
logrd subirse a su mano izquierda y propinarle una
mordida en la parte dorsal anterior (sin hemorragia),
por debajo de los nudillos de los dedos anular y
cordial (no se observo la marca de la mordida; Fig.
1). Inmediatamente experimentd dolor intenso en el
area afectada, sensacion que se prolog6 por 24 horas.

Algunos minutos después, el dolor irradié
hasta la mufieca y experimentd parestesia y letargia
(estos dos ultimos sintomas se prolongaron por
48 horas mas). También se presentd inflamacion y
eritema focalizado, principalmente en el nudillo del
dedo cordial. Dentro de los primeros 10 a 15 minutos
posteriores a la mordida, la victima experimentd
sensacion de cuerpo extraflo en la garganta, situacion
que lo alerto y llevo a solicitar atencion de urgencia
en el Hospital Regional de Puerto Vallarta, donde fue
atendido una hora y media después del evento.

De acuerdo con lo que comenta el paciente,
para tratar sus sintomas el médico le administro
via intramuscular una sola dosis de antiveneno
antialacran, ya que el hospital no disponia de camas
para ingresarlo y administrarselo via intravenosa.
Tras una mejora significativa por la desaparicion
de la sensacion de cuerpo extraiio en la garganta,
fue dado de alta con la consigna de regresar si el
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sintoma se presentara de nuevo. Se le recomendd
aplicarse un leve torniquete a la altura de la mufieca
¢ hidratarse continuamente por via oral. El afectado
refiere que durante las 24 horas posteriores a su alta
hospitalaria experiment6 fiebre (no recordé el dato de
temperatura). Una semana después de la mordedura
el paciente se encontraba perfectamente recuperado.

Segundo caso

Un hombre de complexion mediana,
estatura de 1,79 m y con 44 afos de edad sufrid
una mordedura, alrededor de las 9:00 horas (es dia
exacto de la mordedura se desconoce), cuando intentd
capturar un ejemplar de la especie Scolopendra
polymorpha que se encontraba debajo de la corteza de
un tronco de pino en descomposicion. La mordedura
fue propinada en la parte externa del dedo indice
de la mano izquierda. Apenas una gota de sangre se
observo en cada perforacion producida por lamordida.
Inicialmente, el dolor fue intenso y se incrementd
durante la siguiente media hora. Se irradi6 a lo largo
del brazo, el hombro y lado izquierdo del cuello. La
sensacion de dolor se extendid aproximadamente
durante nueve horas. No se recurrio a ningln tipo de
auxilio o tratamiento médico.

Tercer caso

Un accidente no confirmado con
informacion insuficiente de datos especificos sobre
el evento. Tratandose de un nifio, entre cuatro y
seis afios de edad, quien murié6 como consecuencia
del envenenamiento producido por la mordedura

Fig. 1. Detalle de la inflamacion y eritema
(marcados dentro del circulo negro) en la mano
izquierda del paciente de Puerto Vallarta, Jalisco,
México.
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de un ciempiés de aproximadamente 18 cm de
longitud (no se especifico el sitio de la mordida en el
cuerpo ni tratamiento que el afectado recibid). Esta
informacion fue proporcionada por un ex-empleado
de la Secretaria de Salubridad y Asistencia (SSA) de
la region.

Cuarto caso

Tratamiento a un paciente de 60 afios por
intoxicacion debido a la mordedura de ciempiés; quién
no presento lesiones de importancia, sélo hiperhemia
en el dedo de la mano izquierda y discreta hinchazon;
sin embargo, experimentd dolor intenso 10/10 que
requirié tratamiento con esteroide antihistaminico,
analgésico tipo AINE, y por la persistencia, se llegd
hasta analgésico opioide. Aproximadamente cinco
horas después de haber ingresado, con mejoria
en intensidad de dolor 3/10, fue dado de alta con
tratamiento antibiotico profilactico por cinco dias.

Sobre el primer caso, aunque la persona
sacrifico al ciempiés momentos después de que
fue mordido y no lo preservd, menciond tres
caracteristicas que nos permitieron inferir que se
trataba de Scolopendra polymorpha Wood, 1861 (Fig.
2): talla aproximada entre 8-10 cm, cabeza roja y una
delgada banda transversal oscura en la parte posterior
de los terguitos (Baerg, 1924. Ann. Entomol. Soc.
Am. 27: 343-352; Shelley, 2002. Virginia Museum of
Natural History. 5: 1-108). Este tltimo rasgo le da su
nombre comun de ciempiés tigre, el cual se encuentra
ampliamente distribuido en México (Cupul-Magaiia,
2013. Dugesiana. 20: 17-41).

Fig. 2. Ejemplar adulto de Scolopendra polymorpha
o ciempiés tigre.
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Con relacion a los casos tercero y cuarto
casos antes referidos, conviene sefialar que no se
dispone de informacion precisa sobre la especie de
ciempiés involucrada en las mordeduras, debido a que
las personas afectadas no capturaron al animal. Sin
embargo, los sitios donde ocurrieron los accidentes
se incluyen dentro del ambito de distribucion de
ciempiés escolopendromorfos de tallas superiores a
los 10 cm y con potencial de provocar mordidas de
consideracion (Cupul-Magaiia, 2013. Op. cit.; Flores-
Guerrero et al., Op. cit.).

Las identificaciones taxonomicas incorrectas
(o la ausencia de estas) pueden conducir a
conclusiones equivocadas (Bortolus, 2008. Ambio.
37: 114-118; Bortolus, 2012. Trends in Ecology and
Evolution. 27: 655). La anterior premisa se aplica
categdricamente en los casos de salud publica, donde
es decisivo identificar correctamente a un vector
o animal potencialmente nocivo para definir los
protocolos de tratamiento en los pacientes afectados
(Cienfuegos et al., 2008. Revista Biomédica. 19: 35-
44; Burelo-Ramos et al., 2012. Kuxulkab’. 18(35):
61-64; Ponce-Saavedra & Francke, 2013. Bioldgicas.
15(1): 52-62). Por lo tanto, es sumamente importante
que las instituciones de salud sean asesoradas en
la determinacion taxondmica por instituciones de
investigacion o de educacion superior.

Por otra parte, no existen en la literatura
casos de la aplicacion de antiveneno antilacran para
el tratamiento de los sintomas de envenenamiento por
mordedura de ciempiés documentado en el primer
caso. Es posible que el éxito en este paciente lo
provocara una reaccion cruzada de las toxinas con el
antiveneno. Una investigacion derivada de este caso
seria el analisis del veneno de las especies del género
Scolopendra de la region de Puerto Vallarta, con la
finalidad de establecer si tienen toxinas similares a las
de los alacranes y verificar si éstas son reconocidas
por el antiveneno antialacran (Lourival D. Possani,
comunicacion personal).

En Venezuela, en la localidad de Adicora,
el tratamiento terapéutico satisfactorio para este tipo
de envenenamientos por mordedura de ciempiés ha
consistido en realizar asepsia y antisepsia topica de las
heridas con solucién antiséptica yodada (Povidona®);
administrar por via endovenosa hidrocortisona
(una ampolla de 500 mg dosis tnica) + 500 ml de
solucion Ringer lactato; analgésico antiinflamatorio
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no esteroideo (Ketoprofeno®) por via oral (100 mg/8
horas/3 dias) y, en niflos, jarabe Diclofenac® lcc/
kg. Ademas, en un caso que presentd absceso, se
administr6 antibiotico-terapia (Oxacilina®) (1 gr por
via intravenosa/8 horas/3 dias) y luego via oral (a
razén de 500 mg/6 horas/5 dias). Adicionalmente,
se aplico intramuscularmente toxoide antitetanico
(Carzola-Perfetti et al., 2012. Acta Toxicol. Argent.
20(1): 25-33).

Aunque en México la incidencia de
envenenamientos es poco frecuente, es importante el
desarrollo de un protocolo médico estandarizado para
el tratamiento de mordeduras y envenenamientos
por ciempiés, similar al que actualmente se aplica en
el pais en el caso de envenenamiento por picadura
de alacran, con la finalidad de orientar sobre el
manejo, tratamiento y profilaxis a los enfermos
(Direccion General de Epidemiologia, 2012. Manual
de procedimientos estandarizados para la vigilancia
epidemiologica de la intoxicacion por picadura

Cupul-Magaria F. G. et al.

de alacran. Secretaria de Salud Subsecretaria de
Prevencion y Promocion de la Salud. México). Asi, de
manera general, el protocolo a seguir (de ser posible)
es identificar al ciempiés agresor, lavar la herida con
agua y jabon, aplicar hielo o compresas, administrar
analgésicos y anestésicos locales subcutaneos,
prescribir tratamiento antibidticos y aplicar vacuna
antitetanica (Alexander, 1984. Op. cit.).
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Revista de revistas

Q KNAPP J., McDONALD M., MALONE
D., HAMON N. & RICHARDSON 1J. H. (2015).
Disruptive technology for vector control: the
Innovative Vector Control Consortium and the
US Military join forces to explore transformative
insecticide application technology for mosquito
control programmes (7ecnologia novedosa para el
control de vectores: El Consorcio Innovativo para el
Control de Vectores y la Milicia de los EE.UU, unen
esfuerzos para explorar tecnologias transformativas
de aplicacion de insecticidas para programas de
control de mosquitos). Malar. J. 14: 371.

Armed Forces Pest Manegement Board (AFPMB), 2460 Linden
Lane, Silver Spring, MD 20910, USA

La tecnologia para el control de la malaria ha
permanecido estatica en el tiempo, y existe una
imperiosa necesidad de innovar herramientas y
tecnologias de control para mejorar radicalmente la
capacidad y eficiencia de las practicas actuales en
el control de vectores. Este reporte resume un taller,
organizado por El Consorcio Innovativo para el Control
de Vectores (IVCC) conjuntamente con el Comité
para el Manejo de Plagas de las Fuerzas Armadas de
los EEUU (AFPMB), enfocados en la tecnologia de
aplicacion de plaguicidas para la salud publica. Se
discutieron tres principales topicos: las limitaciones
que se presentan con herramientas y técnicas actuales
usadas en el rociamiento residual intradomiciliario
(IRS), tecnologias innovativas para mejorar su
eficacia y tecnologias de aplicacion verdaderamente
innovadoras. El equipo identifico varias formas para
mejorar las tecnologias de aplicacion que incluyen:
asegurar que en todos aquellos programas donde
se aplique la estrategia de rociamiento residual
intradomiciliario (IRS) utilicen valvulas de flujo
constante y boquillas resistentes a la erosion; introducir
mejoras en la compresion del pulverizador que ayuden
a minimizar los residuos de plaguicidas y los errores
humanos; y abarcar el potencial para nuevas técnicas de
manejo de criaderos larvales y tecnologias de proxima
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generacion, tales como “inteligentes” sistemas de
rociado sin operador. El encuentro sirvio para establecer
las bases e incentivar la mas amplia colaboracion entre
el Consorcio Innovativo para el Control de Vectores
(IVCC) y Comité para el Manejo de Plagas de las
Fuerzas Armadas de los EEUU (AFPMB) y sus socios
en la industria, la Organizaciéon Mundial de la Salud
y la Fundacion Bill y Melinda Gates y otros. Palabras
clave: Aplicacion de insecticidas, rociamiento residual
intradomilciliario, tecnologia de proéxima generacion.
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ECKHOFF P. A2, WENGER E. A2, BRIET 0.34,
PENNY M. A3 SMITH T. A4, BENNETT A,
YUKITHJ.5, EISELET. P.5, GRIFFIN J. T.”, FERGUS
C. A% LYNCH M. 8 LINDGREN F.°, COHEN
J. M., MURRAY C. L. J.1!, SMITH D. L.MM21)
HAY S. LIt314 CIBULSKYS R. E.! & GETHING
P. W.!' (2015). The effects of malaria control on
Plasmodium falciparum in Africa between 2000
and 2015 (Los efectos del control de la malaria sobre
Plasmodium falciparum entre el aiio 2000 y el 2015.)
Nature 15: 535. doi: 10.1038
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USA. ‘Epidemiology and Public Health, Swiss Tropical and
Public Health Institute, 4002 Basel, Switzerland. *University of
Basel, Petersplatz 1, 4001 Basel Switzerland. *Malaria Elimination
Initiative, University of California, San Francisco, 500 Parnassus
Avenue, San Francisco, California 94143, USA. °Center For
Applied Malaria research and Evaluation, Tulane University
School of Public Health and Tropical Medicine, 1440 Canal Street,
Suite 2200 New Orleans, Louisiana 70112, USA. '"MRC Centre
for Outbreak Analysis and Modelling, Departament of Infectious
Disease Epidemiology, Imperial College London, London W2
1PG, UK. *Global Malaria Programme, World Health Organization,
20 Avenue Appia,1211 Geneva 27, Switzerland. °Department
of Mathematical Sciences, University of Bath, Claverton Down,



Bath BA2 7AY, UK. '°Clinton Health Access Initiative, Boston,
Massachusetts 02127, USA. "Institute for Health Metrics and
Evaluation, University of Washington, Seattle, Washington 98121,
USA. "*Sanaria Institute for Global Health and Tropical Medicine,
Rockville, Maryland 20850, USA. "*Fogarty International Center,
National Institute of Health, Bethesda, Maryland 20892-2220,
USA. "“Wellcome Trust Centre for Human Genetics, University of
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Desde el afio 2000, una campafia concertada
contra la malaria ha conducido a niveles sin
precedentes en la cobertura de control vectorial en
la region Africa sub - Sahariana. Comprendiendo
el efecto de este esfuerzo, es vital informar futuras
planificaciones del mismo. Sin embargo, el efecto
de las intervenciones en malaria en las variadas
situaciones epidemiologicas de Africa siguen sin
enterdense debido a la ausencia de datos de vigilancia
confiables y a los enfoques simplistas subyacentes
a las corrientes estimaciones de enfermedades.
Aqui organizamos una gran base de datos mediante
encuestas de campo de malaria, con detalladas
reconstrucciones de los cambios en las coberturas
de intervencion, para evaluar directamente las
tendencias desde el afio 2000 al 2015, y cuantificar
los efectos atribuibles a los esfuerzos de control
vectorial. Encontramos que la prevalencia de las
infecciones por Plasmodium falciparun en Africa
endémica, se redujo a la mitad y la incidencia de
la enfermedad clinica se redujo en un 40% entre
2000-2015. Estimamos que las intervenciones han
evitado 663 millones de casos clinicos desde el afio
2000, con un intervalo de credibilidad de 642-753.
Los mosquiteros impregnados con insecticidas y las
mas extendidas intervenciones, fueron sin duda los
mayores contribuyentes (68% de casos prevenidos).
Aunque todavia por debajo del nivel deseado, las
ultimas intervenciones en malaria han reducido
sustancialmente la incidencia de la enfermedad
en todo el continente. Aumentar el acceso a estas
intervenciones, y el mantener su eficacia frente a
la resistencia a las drogas y a los insecticidas, debe
constituir la piedra angular de las estrategias de
control, posteriores al afio 2015.

U  ALIMITO., FULLER D.O., QUINONES M.L,,
XUE R.D., HERRERA S.V,, AREVALO HERRERA
M., ULRICH J.N., QUALS W.A. & BEIER J.C. (2015).
Prospects and recommendations for risk mapping
to improve strategies for effective malaria vector
control interventions in Latin America (Prospectos y
recomendaciones para mapeo de riesgo para mejorar
estrategias de intervenciones efectivas en el control
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vectorial de malaria en América Latina). Malaria Journal
14: 519. doi: 10.1186/s12936-015-1052-1.

Abess Center for Ecosystem Science and Policy, University of
Miami, Coral Gables, FL, USA

Con el control de malaria firmemente establecido en la
mayoria de los paises de América Latina y un nimero
creciente de esos paises en la fase de pre-eliminacion,
parece factible la eliminacion de la malaria. La revision
de la literatura indica que la eliminacion de malaria en
esta region sera dificil sin el diseflo de estrategias locales
parael control de vectores, lo cual depende en incrementar
las investigaciones en ecologia de vectores, respuestas
genéticas y conductuales a cambios ambientales, como
los causados por alteraciones de la cobertura vegetal
y movimientos de poblaciones humanas.Una manera
esencial de conectar las brechas en el conocimiento y
mejorar el control de vectores es mediante el mapeo del
riesgo. Los mapas de riesgos de malaria basados en el
modelaje estadistico y de conocimientos pueden elucidar
las relaciones entre factores ambientales y vectores
de malaria, explicar las interacciones entre cambios
ambientales y dindmica de vectores, y suministrar un
heuristico para demostrar como el ambiente modela la
transmision de malaria. Para incrementar la utilidad de
los mapas de riesgos en guiar las actividades de control
de vectores, es preciso estandarizar las definiciones de
riesgo de malaria. Los mapas ademas deben poseer la
escala y resoluciones apropiadas a fin de convertirse
en herramientas esenciales en el manejo integrado de
vectores (MIV), de manera tal que los planificadores
puedan identificar las areas prioritarias que requieren de
medidas de control. La completa integracién de mapas
de riesgos en los programas de control vectorial hara que
las intervenciones esten basadas en evidencias, haciendo
que la eliminacion de malaria sea alcanzable.

O DUNNIU C.**, GOODMAN S. J.' , BENTON
T. G.! & HAMER K. C." (2013). Infeccién de parasitos
sanguineos aviares durante la temporada no
reproductiva: ;Un tema pasado por alto en el declive
de poblaciones? (Avian blood parasite infection during
the non-breeding season. an overlooked issue in declining
populations). J. Parasitol. 100(3): 260-266. ISSN 0022-
339s.

'School of Biology, Irene Manton Building, University of
Leeds, Leeds LS2 9JT, UK. *Centre for Conservation Science,
Royal Society for the Protection of Birds, The Lodge, Sandy,
Bedfordshire SG19 2DL, UK. *e-mail: jenny.dunn@rspb.org.uk

Los agentes patogenos y pardsitos pueden tener
un gran impacto en la dindmica de poblaciones
hospedadoras, tanto en la mortalidad directa como
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efectos indirectos. Ambos tipos de efectos pueden ser
mas fuertes en poblaciones que ya estén bajo presion.
Hemos investigado el potencial de impacto de los
parasitos sanguineos sobre el estado inmunologico,
parasitologico y el nivel de poblaciones de
hospedadores durante la temporada no reproductiva
utilizando la disminucion de los Martillos amarillos
(Emberiza citrinella) como modelo. Los Martillo
amarillos infectados por Haemoproteus spp. mostraron
una reduccion de la relacion de heterofilos y linfocitos
(HL) y el contaje de leucocitos comparado con las aves
no infectadas, indicando una respuesta inmunologica
a la infeccion. Las alas de las aves durante el primer
invierno de muestreo eran mas cortas en comparacion
con la de las no infectadas, no presentandose la misma
situacion durante el segundo invierno mas frio, el

analisis de supervivencia de 321 aves muestreadas a
través de cuatro inviernos indico que el aumento de la
longitud del ala confiere una ventaja de supervivencia.
Sugerimos que el impacto potencial de los parasitos
sanguineos pudo haber sido sobreestimado. Las
investigaciones futuras deberian considerarlosimpactos
potenciales de infecciones parasitarias subclinicas en
la dindmica de las poblaciones vulnerables, y sugerir el
uso de disminucion de las poblaciones como sistemas
modelo en el que investigar estas relaciones, asi como
el examen de las interacciones entre la enfermedad
subclinica y otros factores de estrés ambientales.
Palabras clave: Enfermedad subclinica, Parasito,
ecologia, aves de cria, Disminucion de poblaciones,
Emberiza citrinella, Haemoproteus.
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Noticias

U ElCongreso Venezolano de Entomologia (CVE) es
promovido por la Sociedad Venezolana de Entomologia
(SVE) y reune cada dos aios a Profesores, Estudiantes,
Investigadores Nacionales e Internacionales para
divulgar asuntos relacionados con artrépodos: insectos,
aracnidos y acaros. En esta oportunidad el CVE se realizd
en el marco de la conmemoracion de los 50 afios de la
fundacion de la SVE y rindié homenaje a los profesores
Francisco Diazy José Morales de la Universidad Centro
Occidental Lisandro Alvarado(UCLA), por su destacada
labor docente y de investigacion en el campo de la
Entomologia. El XXIV CVE “Profesores Francisco Diaz
y José Morales”, tuvo como sede el Auditorio “Ambrosio
Oropeza” de la UCLA en Barquisimeto estado Lara,
del 6 al 10 de Julio de 2015. El Comité Organizador
del evento programo6 la asistencia de conferencistas
nacionales e internacionales con altos estandares
de calidad cientifica permitiendo a los participantes
intercambiar conocimientos en las diversas areas
tematicas. Durante la convocatoria del evento fueron
recibidos 118 trabajos nacionales e internacionales
para ser presentados en las modalidades de simposio,
conferencias, mesa redonda, carteles y orales, abarcando
las areas de: Aracnologia y Acarologia, Biologia,
Fisiologia, Genética y Comportamiento, Control
quimico y bioldgico de insectos, Manejo integrado de
plagas, Ecologia y Diversidad, Entomologia médica,
Forense, Social y Veterinaria y Morfologia, Taxonomia,
Sistematica, Filogenia y Biogeografia. Sin lugar es
un testimonio para la posteridad y una importante
contribucion a la divulgacion del quehacer cientifico
de nuestros investigadores comprometidos con el
conocimiento universal.

Evelin Arcaya

Universidad Centro Occidental

Lisandro Alvarado (UCLA)

Presidente del XXIV Congreso Venezolano de
Entomologia.
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U Con gran satisfaccion, la Sociedad Entomologica
de Brasil (SEB) y Embrapa Mesetas Costeras
presentan a ustedes el XXVI Congreso Brasilefio
de Entomologia (XXVI CBE) / IX Congreso
Latinoamericano de Entomologia (IX CLE),
que tendrdn lugar en el Centro Cultural y de
Exposiciones Ruth Cardoso, en Maceid, Alagoas,
Brasil, entre el 13 y 17 de marzo del 2016. Estos
dos Congresos, que son los principales foros de
discusion sobre Entomologia en toda América
Latina, estan juntos por segunda vez en la historia.
Con esta integracion, nuestro objetivo es ofrecer una
oportunidad unica para la interaccion, la discusion
y el intercambio de conocimientos y experiencias
entre todos los entomdlogos de América Latina,
asi como los participantes de las diversas partes
del mundo. El Centro Cultural y de Exposiciones
Ruth Cardoso cuenta con instalaciones amplias
y modernas, proporcionando a los congresistas y
expositores toda la infraestructura y comodidad
necesaria para que disfruten de nuestro programa
cientifico amplio, que consistira de simposios, mesas
redondas, conferencias, presentaciones de trabajos
orales y carteles, concurso de fotos, Entomoquiz, y
mas. La ciudad de Maceid, con sus hermosas playas
de aguas calidas, exuberantes paisajes naturales,
y rica gastronomia, hard que su participaciéon en
el Congreso sea una experiencia inolvidable. Le
invitamos a asistir y disfrutar de esta importante
reunion cientifica. En marzo del 2016, Maceid te
esperal

Elio Cesar Guzzo
Investigador de Embrapa Mesetas Costeras
Presidente del XXVI CBE / IX CLE
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GUIA PARA LOS AUTORES

Presentacion y redaccion
Las contribuciones deben ser inéditas, escritas en espaiiol,
inglés o portugués.

Cada trabajo se acompaiiara de una declaracion firmada por el
autor de correspondencia, en la que se especifique que no ha sido
publicado previamente, que no se presentara en otra revista antes de
conocer la decision de publicacion del Boletin y que el manuscrito ha
sido leido y aprobado por todos los autores. Se debera usar caracteres
de estilo Times New Roman o Arial que midan 12 puntos. Todos
los margenes seran de una pulgada (2,4 cm).

La primera pagina debe incluir el titulo del trabajo, breve
y especifico, con maximo de 15 palabras, a continuacion los
nombres y los apellidos completos de todos los autores, nombre
de la institucion a la cual pertenecen y la direccion postal. Indicar
el autor de correspondencia y su direccion electronica.

Todos los articulos tendran titulo y resumen en espafiol e
inglés. Es necesario también un titulo corto para su inclusion en el
encabezado de las paginas pares. Los resumenes, con un maximo
de 15 —20 lineas, son contentivos de los aspectos mas relevantes
y principales conclusiones del trabajo. No deben utilizarse en los
resumenes abreviaturas, referencias o notas a pie de pagina. Al
pie del resumen se incluira una lista de 3 hasta 5 palabras claves,
en espaiiol e inglés, que reflejen el contenido del documento. Se
utilizardn como palabras claves unicamente aquellas que son
aceptadas por bases de datos internacionales, las cuales pueden
ser consultadas en las siguientes direcciones:

Palabras claves (Espafiol): http://decs.bvs.br/E/homepagee.htm
Key Words (Inglés): http://www.nlm.nih.gov/mesh/

En el texto de los articulos originales se debera seguir el
siguiente orden: Resumen en espafiol, Introduccion, Materiales y
métodos, Consideraciones Eticas, Resultados, Discusion, Conflicto
de Intereses, Agradecimientos, Titulo y Resumen en ingles,
Referencias y Anexos (Tablas y Figuras) en hojas aparte.

En las investigaciones en humanos, animales y el ambiente,
deben ser tomados en consideracion acuerdos internacionales
sobre los aspectos éticos, por tanto debe ser expresamente citada
en el trabajo la revision y aprobacion por un Comité de Bioética
debidamente identificado.

Los articulos incluirdn en los Agradecimientos, los apoyos
recibidos de instituciones publicas o privadas para la realizacion
del estudio, asi como las relaciones personales o institucionales
que han contribuido en la obtencion y analisis de los resultados.

Para las referencias bibliogréficas citadas en el texto se utilizara
el nombre del autor y el afio de la publicacion entre paréntesis.
Ejemplo: (Scorza, 1988)

Si se trata de dos autores, ambos seran citados.
Ejemplo: (Scorza & Rojas, 1990)

Cuando son mas de dos autores, se citara el nombre del primer
autor, seguido por et al., y el afio correspondiente de la publicacion.
Ejemplo: (Scorza et al., 1988)

En el caso que los autores sean sujeto de la oracion, solamente el
afio se escribira entre paréntesis .
Ejemplo: Scorza ef al. (1999) demostraron que......

Referencias bibliograficas

1. Revisiones, Articulos Originales y Reportes Epidemiologicos:
La presentacion de las referencias bibliograficas, se hara en

orden alfabético y de acuerdo a las siguientes normas:

- Revistas o publicaciones periddicas: apellido (s) del autor (es),

inicial del nombre (s), (afio), titulo del articulo, abreviatura de

la revista (en cursiva), volumen (en negrita) y nimero de las
paginas.

Ejemplo:

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.

Cuando se trata de seis 6 mdas autores, figuraran los apellidos e

iniciales de los primeros 6 y se afiadira la expresion et al.

Si el trabajo es publicado en un Suplemento debe citarse.

Ejemplo:

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.

- Libros: apellido (s) del autor (es), inicial (es) del nombre (s),

(ano), titulo del libro, ediciones, casa editora y lugar de publicacion

(ciudad, pais).

Ejemplo:

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

- Capitulo de un libro: apellido (s) del autor (es), inicial (es) del

nombre (5), (afio), titulo del capitulo. pagina (s). En: Titulo del libro

(en cursiva), apellido (s) e inicial (es) del editor del libro, edicion,

casa editora, lugar de publicacion (ciudad), pais.

Ejemplo:

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.

- Tesis de grado no publicada: apellido (s) del autor (es), inicial
del nombre (s) (afio). titulo (en cursiva). tesis de maestria o tesis
doctoral. universidad. ciudad, pais.

Ejemplo:

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.

- Trabajo presentado en Congreso: apellido (s) del autor (es), inicial
del nombre (s) (afio). titulo (en cursiva). nombre del congreso.
ciudad, pais.

Ejemplo:

Delgado O., Blanca I, 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 Documento en linea: apellido (s) del autor (es), inicial del
nombre (s) (aflo). titulo (en cursiva). documento en linea: http://
www.ejemplo.com (consultado: afio, mes, dia).

Ejemplo:

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:

Las referencias bibliograficas deben ser incluidas en el texto,
citandose, hasta dos autores: (apellido (s) del autor (es), inicial del
nombre (s) (afio). revista (en cursiva). volumen (en negrita) y nimero
de las paginas). Cuando son mas de dos autores: (apellido del primer
autor, inicial del nombre (s) et al. (en cursiva) (afio). revista (en
cursiva). volumen (en negrita) y nimero de las paginas).
Ejemplo: (Barrera et al., 1979. Acta Cient. Venez. 30: 418-424).

Citas tales como “datos no publicados” y “comunicacion
personal” no deben ser incluidas en la lista de referencias, seran
incluidas en el texto (en cursiva). En relacion a Trabajos en prensa,
so6lo pueden ser colocados en la lista de referencias, articulos ya
aceptados y se citara la revista.

Los autores deben ajustarse al contenido de los Codigos
de Nomenclatura Internacional y al Sistema de Medidas
Internacionales (SI). Este tlltimo se basa en el sistema métrico
decimal segun el cual los simbolos de las unidades no toman la
terminacion del plural (5§ km y no 5 kms) ni van seguidos de punto
(10 mL y no 10 mL.).

Tablas y Figuras

Las tablas y figuras, deben estar referidas oportunamente en el
texto y seran debidamente identificadas con el ntimero en el orden
correlativo, titulos, fuentes (cuando sea necesario) y leyendas.

Las figuras se presentaran utilizando simbolos claros que
permitan identificar puntos que requieran ser resaltados o
reducidos. Se identificaran con su nimero y en hojas apartes se
presentaran las leyendas correspondientes.

Las fotografias o imagenes deben ser escaneadas o
digitalizadas a una resolucion no menor a 300 dpi y guardadas
bajo el formato o extension JPG; de no poder cumplir con
estos requerimientos enviar original de la fotografia o imagen
con su debida proteccion o sobrecubierta. En casos especiales
se considerara la posibilidad de la publicacion de las figuras,
fotografias o imagenes en color.

En el caso de las microfotografias y dibujos, tratar de la misma
manera que las fotografias e imagenes y sefialar el aumento o
escala correspondiente. En relacion a Mapas y Planos, cada uno
enuna 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: bolmal2015@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 decision 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 remitir 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
recibird via e-mail la version PDF.
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INSTRUGCOES AOS AUTORES

Apresentacio e redacio
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 ndo 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) o nome completo
de todos os autores, (3) nome da(s) instituicao(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 incluséo no
cabegalho 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
a pagina 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 obtencao 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 vira entre parénteses. Exemplo: Scorza et al. (1999)

Qmonstraram...

Referéncias

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

normas:

- Revistas ou publicagdes 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 edicdo, editora, lugar da publicagéo

(cidade, pais).

Exemplo:

Mosqueda C. G. (1974). Hipdtesis 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). Diagndstico 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 L., 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 (s) 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 néo publicados no prelo esses s6 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 serd 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 relacionacm
ou solicitagdo de declaragdes, referéncias, sugestdes, observagdes
e outros devem ser direcionadas aos cuidados do editor, por
correio ao enderego:

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: bolmal2015@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 publicacdo. 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 supressdo 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, nio 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 et 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




/— 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 a/. (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
with Microsoft® Windows® with the original and one (1) copy.

Likewise, all related correspondence or documentaw}pof,
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: bolmal2015@gmail.com

Review and acceptance of articles

Articles submitted for publication in the Bulletin of
Malariology and Environmental Health will undergo a prodess
of review and refereeing. The period for responding to autiors
will depend on the complexity of the paper and the availabillity
of specialists in the field.

In the first review the Editorial Committee will select
articles on the basis of the general criteria and objectiveg of
the Bulletin. Next the article will be sent to two (2) speciallists
in the specified area. The editors and the Editorial Commiftee
will be seek to avoid possible conflicts of interest that cquld
disqualify referees from evaluating a particular manuscript.

These specialists will evaluate the scientific quality of
the manuscript and will submit their reasoned opinidns,
recommending, or not recommending, acceptance of the artjcle
for publication. The work with the observations and suggestibns
of the referees will be returned to the corresponding author
who will send a new version with a detailed explanatior} of
the changes made, accepting the recommendations or not pnd
presenting the reasons for not accepting them.

The Editorial Committee has the final decision concerrfing
the publication of the article once they have verified compliance
with indicated conditions and have analyzed the responsg 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 editoyrial
process which may include, in the event it is necessary, its
condensation and the deletion or addition of charts, illustratipns
and annexes. The edited version (galley proof) will be sent to
the principal author for his review and approval and his rgply
to any additional questions from the editor.

The Bulletin of Malariology and Environmental Heglth
reserves the legal rights to the manuscripts approved foq its
publication as well as the right to make adjustments or chaniges
which will insure the quality of the publication. However, |t is
not responsible for the ideas or opinions expressed in the wark.
The originals will not be returned under any circumstancep.

The editors, the Editorial Committee and the referees
formally state they are not authorized to use for privatq or
personal ends information obtained through review of [the
manuscripts. In the same way they will respect the righf of
confidentiality of the reviewers and editors.

Once the work is published, the corresponding author yvill
receive by e-mail a PDF version.
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