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El paludismo y las pruebas rapidas de diagndstico
Hilda A Pérez*, Carmen Bracho & Mercedes De La Rosa

Las pruebas rapidas para el diagnéstico de la malaria surgieron en los noventa con miras
a proporcionarle a la microscopia un adjunto fiable en el escenario clinico y epidemioldgico, utilizan
principios de inmunocromatografia de flujo lateral y pretenden tipificar a la especie de Plasmodium
segun la pesquisa de productos antigénicos secretados por los estadios eritrociticos. Resultan
sencillas en su ejecucion, expeditas, sensibles y no precisan microscopio; los primeros formatos
identificaban Unicamente a Plasmodium falciparum, posteriormente agregaron la posibilidad de
distinguir infecciones por plasmodios otros que falciparum. Las dianas antigénicas mas aprovechadas
han sido la proteina 2 rica en histidina de P. falciparum y las enzimas deshidrogenasa lactica y aldolasa
de Plasmodium sp. Los alegatos en contra sefialan poca sensibilidad frente a las parasitemias
bajas, falsos positivos, falsos negativos junto a la imposibilidad de diagnosticar a las infecciones
mixtas, reconocer a Plasmodium vivax y cuantificar las parasitemias. Se discute el desempefio de
las pruebas rapidas para el diagnostico de la malaria durante su aplicacion en zonas endémicas,
evolucion de sus prototipos, pertinencia a la mejora del diagndstico, relacion costo/beneficio y utilidad
en el seguimiento de la respuesta terapéutica.

Palabras claves: malaria, diagnostico, PPHRP-2, pLDH, p-aldolasa.

INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) la malaria o paludismo provoca anualmente
entre 350 y 500 millones de casos clinicos y mas de
un millén de defunciones (WHO, 2005). Sin embargo,
algunos especialistas consideran que estas cifras
apenas si reflejan el inmenso agobio que a causa de
esta enfermedad sufre la humanidad. La cuantificacion
del niimero global de casos clinicos resulta muy
dificil porque la mayoria de los paises endémicos
enfrenta dificultades con sus estadisticas sanitarias,
en muchas zonas endémicas la poblacion no tiene
acceso al diagnostico parasitologico, los residentes
en zonas de transmision muestran parasitemia en
cualquier momento y los parvulos suelen padecer
anualmente hasta nueve o mas episodios febriles

Laboratorio de Inmunoparasitologia, Centro de Microbiologia
y Biologia Celular, Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas, IVIC, Apartado 21827, Caracas 1020 A, Venezuela.
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(Breman, 2001). Ademas y no menos importante,
porque las cifras relativas a morbilidad y mortalidad
atribuidas directamente a paludismo desconocen
otras consecuencias de la enfermedad como son: la
anemia cronica, la deficiencia de peso al nacer, la
mayor vulnerabilidad a las enfermedades de la nifiez,
la mortalidad peri-natal, el retraso en el desarrollo, la
sub-nutricion y las secuelas neuroldgicas y cognitivas
provocadas por el paludismo (Breman et al., 2004).

Actualmente, cerca de 3,2 billones de
personas habitan territorios donde se arriesgan a
contraer paludismo (Hay et al., 2004). La enfermedad
se relaciona con cuatro especies del género
Plasmodium: Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae y Plasmodium ovale.
Las dos primeras tienen la mayor incidencia y
entre todas, falciparum es la mas peligrosa, por
su relacion con episodios severos y mortales, por
la dispersion mundial de sus estirpes resistentes a
las drogas antipaliidicas y por su predominio en
Africa, el continente con mayor incidencia paltdica.
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Plasmodium falciparum predomina en los climas
calidos y lluviosos mientras que P. vivax despliega una
extensa cobertura geografica en regiones tropicales,
subtropicales y hasta en algunas templadas. En
cuanto a P. malariae y P. ovale, el primero se muestra
irregular en el tropico y ovale esporadico en Africa,
América del Sur y algunos paises del Lejano Oriente
(Bruce-Chwatt, 1986).

La estrategia global de control de paludismo
auspiciada por la OMS (WHO, 1993) y acogida
por la mayoria de los paises endémicos, anticipa el
diagndstico oportuno a la instauracion del tratamiento
anti-paludico. Desafortunadamente, en muchas zonas
endémicas la infraestructura adecuada al diagnostico
microscopico no existe o es precaria y ante el riesgo
de una malaria complicada, los pacientes son tratados
conforme al diagnéstico clinico. Tan sélo en Africa
se estima que ocurren 4,9 billones de eventos febriles
o de tratamientos anti-paludicos, cifras que por si
solas indican la necesidad de pruebas de diagnostico
fiables, rapidas, sencillas y econdomicas que permitan
asistir a los pacientes, ayuden a conservar drogas
valiosas y contribuyan a prevenir la irrupcion y
expansion de los parasitos resistentes (Breman et
al., 2004). Especialmente porque la expansion de los
parasitos multi-resistentes ha motivado cambios en las
politicas de tratamiento anti-paliidico, hacia esquemas
mas costosos basados en la terapia combinada con
artemisinina (WHO, 2005).

Durante muchos afos, el examen
microscopico convencional de los frotis de sangre
tenidos con colorante de Giemsa en sus modalidades
de gota gruesa (GG) y extendido, ha sido la técnica
mas fiable y barata para diagnosticar al paludismo.
Aunque la prueba es técnicamente sencilla y sus
costos directos son relativamente bajos, requiere de
microscopistas bien capacitados en la coloracion
y discriminacion morfologica de los parasitos,
una infraestructura adecuada de mantenimiento de
insumos y equipos, ademas de control periddico de
la calidad de los procesos y de la eficiencia de los
microscopistas. Consecuentemente, en muchas
regiones endémicas y por una variedad de razones
operacionales, el diagndstico microscopico efectuado
en los servicios periféricos de salud no alcanza la
fiabilidad y calidad apropiadas (Aron, 1982; Barat et
al., 1999; Gautam et al., 1992; Kachur et al., 1995;
Caceres et al., 2006), problemas que en la practica
desfavorecen la diligencia de las acciones de control.
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Las dificultades relacionadas con el
diagndstico del paludismo no son exclusivas de los
paises pobres y con transmision de la enfermedad,
hoy por hoy, dados los desplazamientos humanos
entre regiones endémicas y no endémicas, los paises
desarrollados también confrontan equivocos con el
diagndstico y atencion de los pacientes paludicos,
infectados allende los mares. Kain et al. (1998) refieren
que en Canada, mas de 50% de los casos de malaria
importada no suscité sospecha de malaria durante la
primera visita al centro de salud y 16% requiri6 de al
menos tres visitas médicas, antes que se ordenara el
examen de un frotis de sangre. Datos retrospectivos
sobre los problemas relacionados con el diagndstico
de malaria en Canada y Estados Unidos, sefialaron
que fuera de los laboratorios especializados, las
pruebas son poco confiables y ante la referencia de
casos sospechosos, los frotis no fueron examinados
con la urgencia del caso y tampoco se informd
rutinariamente de la especie y nivel de parasitemia
(Kain et al., 1998). Cuando la identificacion de la
especie fue profesional, hubo tendencia a sobrestimar
a las infecciones por P. falciparum, acarreando el uso
innecesario de anti-palidicos de segunda y tercera
linea aplicados al tratamiento de infecciones por P,
vivax, ademas de no utilizar primaquina en prevencion
de las recaidas. En paises con alto nivel de desarrollo,
las demoras en el diagndstico y tratamiento de la
malaria importada se relacionaron con 0,6% a 3,8%
de defunciones por falciparum (Greenberg & Lobel,
1990) y 20% de casos de malaria severa, incluso
cuando fueron atendidos en una unidad moderna de
terapia intensiva (Campbell, 1991). Por consiguiente,
aun aquellos que disfrutan de un sistema de salud
adelantado y sofisticado, se han visto expuestos a
complicaciones y hasta defunciones por paludismo,
derivadas del reconocimiento tardio de la infeccion,
inexactitudes del diagndstico de laboratorio y fallas
en la instauracion de terapia oportuna (Greenberg &
Lobel, 1990).

Los intentos por mejorar la cobertura
y la eficacia del diagnostico, han promovido el
desarrollo de métodos alternativos con opciones que
trajinan las tinciones con colorantes fluorescentes
(Kawamoto, 1991; Rickman et al, 1989), Ia
deteccion inmunoldgica de antigenos especificos
(Shiff et al., 1993) y la pesquisa de la impronta
genética por métodos de biologia molecular (Snouno
et al., 1993; Singh et al., 1999; Greenwood, 2002;
Berry et al., 2005). Entre las tinciones fluorescentes,
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la mayor experiencia se tiene con la naranja de
acridina (NA) (Kawamoto, 1991) y con el sistema
de QBC (Quantitative Buffy Coat System™, Becton
Dickinson) descrito por Rickman ez al., (1989). En
este ultimo, los eritrocitos parasitados y tefiidos con
NA, son concentrados y estratificados en un capilar,
para ser luego examinados bajo microscopio de
epifluorescencia. El ensayo es un procedimiento
rapido y facil de aprender, ha sido evaluado en varios
estudios de campo (Lowe et al., 1996, Bosch et al.,
1996) con resultados de sensibilidad y especificidad,
satisfactorios a la pesquisa del paludismo por
falciparum. Los eritrocitos infectados con los estadios
jovenes y gametocitos de este parasito se distinguen
con facilidad, mayores problemas se tienen con P,
vivax, cuyos trofozoitos maduros tienden a estratificar
entre las células mononuclares donde pueden resultar
dificiles de distinguir (Bosch et al., 1996).

El rastreo de la huella genética del parasito,
con ensayos basados en la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), ofrece alta especificidad y
sensibilidad. Particularmente, un ensayo de PCR
adecuado a la deteccion del ADN genoémico de
las cuatro especies parasitarias, muy sensible (<1
parasito/uL de sangre) y eficaz en la pesquisa de
infecciones mixtas (Snouno et al., 1993; Postigo et
al., 1998, Singh et al., 1999). Sin embargo, por una
variedad de razones técnicas y presupuestarias, los
ensayos basados en la reaccién de PCR no son faciles
de incorporar a la rutina de diagndstico de los paises
endémicos.

Esta breve revision dispensara atencion
especial a la pesquisa del paludismo, con las llamadas
pruebas rapidas de diagnostico de malaria (PRDM).
A los aciertos y desaciertos sefialados durante su
aplicacion en zonas endémicas y a las expectativas
relevantes al mejoramiento del diagnostico y a
la evaluacion de la respuesta al tratamiento anti-
paludico.

LAS PRUEBAS RAPIDAS PARA EL DIAGNOS-
TICO DE MALARIA (PRDM)

Las PRDM surgieron en los noventa con
miras a proporcionarle a la microscopia un adjunto
fiable en el escenario clinico y epidemioldgico,
utilizan  principios de  inmunocromatografia
incorporados a formatos de cintas reactivas o de
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tarjetas de prueba y pretenden tipificar a la especie
de Plasmodium conforme a la deteccion de antigenos
especificos producidos por el parésito. El disefo
de las PRDM atiende con especial proposito, la
sencillez de ejecucion, el manejo a temperatura
ambiente sin auxilio de instrumentos y la rapidez del
diagndstico en so6lo 10 a 15 minutos. Las primeras,
estuvieron destinadas a identificar Unicamente a
P falciparum, posteriormente surgieron las que
agregaron la posibilidad de distinguir infecciones
por plasmodios otros que falciparum. Las dianas
antigénicas mas aprovechadas han sido la proteina
2 rica en histidina de P, falciparum (PfHRP-2) y las
enzimas deshidrogenasa lactica (pDHL) y aldolasa de
los parasitos Plasmodium. Generalmente, el antigeno
presente en la sangre infectada y previamente tratada
con un detergente no iodnico, es capturado por un
anticuerpo monoclonal (Ac. Mon) inmovilizado
sobre un soporte soélido, normalmente una matriz
de celulosa. Seguidamente esta reaccion deviene
revelada por otro Ac. Mon o un anticuerpo policlonal
mono-especifico conjugado a un marcador coloreado
e insoluble en medio acuoso, lo que da lugar a una
impronta coloreada sobre el sitio de reaccion.

Las PRDM fundamentadas en la PfHRP-2 de
Plasmodium falciparum

Entre las primeras encontramos a ParaSight-
F (Shiff et al., 1993; Beadle et al., 1994), disefiada
con la finalidad de revelar especificamente a
PfHRP-2. Esta proteina, exclusiva de P. falciparum
y relativamente bien conservada entre sus linajes,
deviene secretada activamente por los estadios
asexuales y los gametocitos inmaduros. PfHRP-2
posee un alto contenido de histidina (H) (34%), alanina
(A) (37%) y acido aspartico (D) (10%) y muchas sub-
unidades repetidas ricas en histidina y alanina, tales
AHH y AHHAAD (Panton et al., 1989), sus funciones
fisiologicas no estan definidas, posiblemente participa
en la formacion de la hemozoina (Sullivan et al.,
1996; Schneider & Marletta, 2005). Transcurridos
unos 13 afios de la introduccion de la primera PRDM
basada en la PfHRP-2, se han comercializado mas
de una veintena de nuevas versiones basadas en el
mismo principio. Las denominaciones ParaSight-
F e ICT-malaria-P.f han sido bastante estudiadas en
las zonas endémicas de malaria, con resultados que
avalan desempefios de sensibilidad y especificidad
utiles a la clinica (Banchongaksorn et al., 1997;
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Beadle et al., 1994; Caraballo & Ache, 1996; Craig
& Sharp, 1997; Cropley et al., 2000; Forney et al.,
2001; Gaye et al., 1998; Humar ef al., 1997; Lema et
al., 1999; Singh et al., 1997; Valecha et al., 1998). Los
problemas mas importantes se han relacionado con:
a) falsos negativos en individuos cuyas parasitemias
eran inferiores a 500 parasitos/ul de sangre (Beadle
et al.,1994; Shiff et al., 1993; Uguen et al., 1995);
b) falsos positivos causados por interferencias del
factor reumatoide (Grobusch et al., 1999; Igbal et al.,
2003) y c) falsos positivos en individuos infectados y
tratados exitosamente.

Los falsos positivos post-tratamiento y sin
evidencia de falla terapéutica, posiblemente se deban
a que PfHRP-2 puede hallarse en sangre periférica
hasta dos semanas después de la extincion terapéutica
de los parasitos asexuales (Karbwang et al., 1996;
Vakharia et al., 1997). Adicionalmente PfHRP-2
también es sintetizada por los gametocitos inmaduros,
los cuales sobreviven a la mayoria de esquizonticidas
(Hayward ef al., 2000). Por estas razones, la pesquisa
de PfHRP-2 puede introducir equivocos en la
interpretacion de la eficacia de los tratamientos anti-
paltdicos (Mayxay et al., 2001b; Tjitra et al., 2001a;
2001b).

Bajo otras circunstancias, las PRDM
basadas en PfHRP-2 tienen la ventaja potencial de
discriminar a falciparum en los sujetos portadores de
parasitemias sub-microscopicas en sangre periférica,
pero secuestradas en el lecho vascular, tal el secuestro
placentario del parasito (Leke et al., 1999) o en las
asociaciones cripticas de falciparum con P. vivax
(Mayxay et al., 2001a).

Los informes de falsos negativos en
individuos con diagnéstico microscopico de
falciparum resultan dificiles de conciliar, la mayoria
alude a parasitemias bajas con umbral que situan
entre 100 y 500 parasitos/uL, mientras una minoria
apunta parasitemias altas con resultados negativos
(Forney et al., 2003; Wongsrichanalai ez al., 1999). A
las variaciones en los lotes del producto, deterioro de
los reactivos causado por las condiciones ambientales
o manejo inapropiado de la prueba, se afaden,
posiblemente, factores mas complejos. Por ejemplo
se ha informado que algunos linajes de P. falciparum
carecen del gen pfhrp-2 (Uguen et al., 1995) y
recientemente Baker et al., (2005) hallaron diversidad
genética del gen pfhrp-2 en muestras silvestres de P,
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falciparum provenientes de Africa, Asia y América
del Sur. De 14 arreglos repetidos de aa identificados
en PfHRP-2, cinco solamente fueron comunes a
todos los aislados estudiados. A mayor nimero de
arreglos repetidos, especialmente con las secuencias
AHHAHHAAD Y AHHAAD, mayor la probabilidad
deunresultado positivoaparasitemias de baja densidad
(250 parasitos/uL). Los autores argumentaron que
este polimorfimo posiblemente es relevante a la
especificidad fina de los anticuerpos incorporados en
las PRDM basadas en PfHRP-2 y en consecuencia a
la sensibilidad de la prueba (Baker et al., 2005). Un
estudio reciente (Lee et al., 2006a) ha explorado la
reactividad de varios anticuerpos monoclonales (Ac.
Mons) especificos de PfHRP2 frente a muestras de P
falciparum procedente de varias zonas geograficas y
ha determinado los epitopos reconocidos por estos Ac.
Mons y relacion de su reactividad segin el nimero
de copias de los epitopos, comprobando que los Ac.
Mons reaccionaban distintamente segun se tratara de
un mismo anticuerpo con varias muestras silvestres
o viceversa. Las secuencias identificadas para los
epitopos de tres de los Ac. Mons se encontraron
con frecuencia variable entre linajes silvestres de P,
falciparum (Lee at al., 2006a).

Los hallazgos sefialados anteriormente
(Baker et al., 2005; Lee et al., 2006a) demuestran que
aun sutiles variaciones en la secuencia y frecuencia
de los epitopos relacionados con la especificidad de
los Ac. Mons empleados en las PRDM, pueden ser
relevantes a la senbilidad del ensayo.

Las PRDM que combinan PfHRP-2 y un antigeno
genérico de Plasmodium sp.

A las PRDM basadas en PfHRP-2
unicamente, sucedieron las que agregaron la
posibilidad de diagnosticar paludismo por otras
especies de Plasmodium distintas de falciparum,
aunque sin exclusion precisa de su identidad (Igbal
et al., 2001; 1999; Singh et al., 2000; 1997; Tjitra et
al., 1999). Se trata de identificar antigenos comunes
a las cuatro especies que infectan al humano, cual la
aldolasa de Plasmodium (p-aldolasa) (Cloonan et al.,
2001). Bajo la modalidad mencionada, la p-aldolasa
actia en calidad de antigeno genérico y sefala
infeccion por Plasmodium sp., mientras PfHRP-
2 revela especificamente a falciparum. Una de las
versiones de esta aproximacion es ICT malaria Pf/
Pv, cuyo desempefio de sensibilidad se ha reportado
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relativamente aceptable en las infecciones por P.
falciparum y poco fiable en las mono-infecciones
por P. vivax u otros plasmodios (Tjitra et al., 1999;
Coleman et al., 2002; Richter et al., 2004). Estas
diferencias, al parecer, no se vinculan a que exista
diversidad entre la aldolasas de P. falciparum y de
P, vivax, pues la secuenciacion de los genes codantes
respectivos en linajes silvestres de diferentes origenes
indic6 alto grado de conservacion (Lee ef al., 2006b).
La p-aldolasa comparte con PfHRP-2 la persistencia
en sangre periférica aun después de la eliminacion
de las parasitemia asexuales, especialmente por
falciparum, un hecho a tener en consideracion al
utilizar PRDM basadas en el rastreo de p-aldolasa,
durante el seguimiento post-tratamiento (Tjitra et al.,
2001a; 2001b; Igbal et al., 2004).

Un intento por lograr una PRDM cuya
sensibilidad y especificidad resultaran aceptables a la
pesquisa de las infecciones por falciparum y vivax,
fue ParaSight F_V, modalidad del ParaSight-F que al
anticuerpo anti-PfHRP-2 afiadi6 otro especifico de un
antigeno de P, vivax, sirviendo a la causa de identificar
ambas especies en una sola cinta. Evaluado en 1999 en
zonas endémicas de Pert y Tailandia, se lo encontrd
muy sensible en las infecciones por falciparum con
parasitemias superiores a 500 parasitos/uL, con un
descenso de la sensibilidad en aquellas de menor
densidad, y de desempeiio menos satisfactorio en las
infecciones por P. vivax (Forney et al., 2003).

Las PRDM fundamentadas en
Plasmodium

la pLDH de

Se basan en la deteccion inmunoldgica de las
isoformas de la pLDH, una enzima producida por los
parasitos vivos y descrita a principios de los sesenta
en Plasmodium lophurae (Sherman, 1961). Entre
las primeras PRDM con este principio se encuentra
OptiMAL®, que utiliz6 un Ac. Mon especifico de
la isoforma de pLDH (17E4) de P falciparum y
dos genéricos (6C9 y 19G7) reactivos con todas las
isoformas de pLDH, el 6C9 conjugado a oro coloidal
(Palmer et al., 1998; Piper et al., 1999). Sirviendo los
anticuerpos 17E4 y 19G7 a las capturas del antigeno
y el conjugado 6C9-oro coloidal a la deteccion
dichas capturas. Dos improntas coloreadas sefialan
una infeccion por P. falciparum, correspondientes a
los anticuerpos 17E4 y 19G7, especifico y genérico,
respectivamente. Si se trata de una infeccion con
cualquier otro Plasmodium, sera visible unicamente la
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sefial provista por el Ac. Mon 19G7. En la practica, la
incorporacion de un anticuerpo anti-inmunoglobulinas
murinas afiade una tercera impronta indicadora de la
presencia e idoneidad del anticuerpo detector. Criterio
diagndstico es la formacion de tres bandas coloreadas
en el caso de las infecciones por P. falciparum y
solo dos, con cualquier otro Plasmodium. Dado
que la pLDH, diferente de PfHRP-2, es una enzima
producida sélo por los parasitos vivos, su hallazgo
presume una infeccion activa. Sin embargo, la PFLDH
también es producida por los gametocitos y en el caso
de parasitemias conformadas exclusivamente por
gametocitos, por ejemplo tras la quimioterapia con
drogas que s6lo actlian sobre los estadios asexuales,
tienen el potencial de producir reacciones positivas
y con ello equivocos sobre la eficacia terapéutica
(Oduola et al., 1997).

En cuanto a la sensibilidad, el ensayo basado
en la busqueda de la PfLDH y comercializado con
el nombre de OptiMAL® detecta infecciones con
parasitemias hasta de 200 parasitos/uL de sangre, se lo
haevaluado envarios paises con transmision de malaria
con resultados que atestiguan, buen desempefio frente
alas infecciones con P, falciparum y menos exitoso en
aquellas por P, vivax. Las referencias a la sensibilidad
de OptiMAL® son controversiales y algunos autores
basados en el hallazgo de indicadores razonables de
sensibilidad y especificidad, la consideran 1til cuando
las facilidades laboratoriales son inexistentes, escasas
o poco confiables (Moody et al., 2000) mientras
que otros, alegando baja sensibilidad se muestran
cautelosos en recomendarla aunque reconocen sus
ventajas bajo una serie de circunstancias (Fryauff
et al., 2000; Huong et al., 2002; Mason et al., 2002,
Kolaczinski et al., 2004). Las experiencias realizadas
en Venezuela, son coincidentes en cuanto a la baja
sensibilidad de OptiMAL® frente a las parasitemias
de P. vivax menores de 500 parasitos/uL (De Abreu et
al.,2001).

OptiMAL® ha sido reconfigurada con otras
generaciones de mayor estabilidad a las condiciones
ambientales adversas (Moody & Chiodini, 2002;
Penhalbel et al., 2005). Aunque han persistido los
cuestionamientos a la sensibilidad de modalidades
recientes, tales OptiMAL 48 (Kolaczinski et al.,
2004) y OptiMAL IT (De Monbrison et al., 2004).
Respecto al seguimiento de la respuesta terapéutica,
las PRDM basadas en la pesquisa de la LDH del
parasito, por su relacion con parasitos viables, se
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consideran mas fiables que las trazadoras de PfHRP-
2 o de p-aldolasa (Tarimo et al., 2001; Tjitra et al.,
2001a; 2001b; Huong et al., 2002; Grobusch et al.,
2003).

CONCLUSIONES

Las PRDM representan una vision novedosa
del diagnostico del paludismo mediante el testimonio
de una impronta coloreada sobre una pieza de papel
de nitrocelulosa. Los formatos comercializados
proporcionan pruebas expeditas sin el auxilio de
instrumentos, pero ninguna alcanza la sensibilidad de
la GG. Lamayoria cumple el proposito de diagnosticar
especificamente a P. falciparum y por exclusion a
otros parasitos malaricos. Aunque algunos formatos
comerciales refieren las siglas Pf/Pv ninguno tiene el
potencial de proporcionar diagndstico especifico de
paludismo por P. vivax y menos por P. malariae o P,
ovale.

El numero creciente de estudios de campo
publicados sobre las PRDM, reune una diversidad
de disenos y metodologias a la postre enmarafiadora
de las comparaciones. Notablemente, varian los
objetivos abordados, las poblaciones enroladas
difieren en sus caracteristicas, escasea la informacion
de la rigurosidad de la microscopia de la referencia,
el tamafio de la muestra de estudio arroja dudas sobre
la fortaleza estadistica de los datos, en muchos casos
no se proveen datos del desempefio de la prueba
segun la densidad de la parasitemia y a menudo falta
informacion del prototipo utilizado y de los detalles
de su fabricacion.

La evolucion incesante de las PRDM
conlleva la disponibilidad de multiples prototipos, a
menudo indistinguibles en base a su empaquetamiento,
etiquetamiento o fecha de produccion, posiblemente
las inconsistencias informadas sobre el desempefio de
dispositivos que llevan el mismo nombre comercial
bien pueden ser atribuidas a variaciones de fabricacion
y a modificaciones inherentes al desarrollo reiterativo
del producto.

El costo de las pruebas rapidas segin el
producto y cantidad se ha estimado entre 0,60 y
2,50 US$ que es aparentemente superior al costo del
diagndstico microscopico de rutina valorado entre
0,12 y 0,40 USS$ por frotis (WHO, 2000).
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La facilidad de ejecucion e interpretacion de
la mayoria de los formatos disponibles en el mercado,
redunda en beneficio del diagnostico confirmado de
paludismo en la periferia del sistema de salud y mas
aun en las zonas de transmision baja o moderada,
donde los sujetos carecen de inmunidad y las demoras
del diagnostico conllevan el riesgo potencial de una
malaria complicada o fatal. Considerando a las PRDM
un valioso complemento a la microscopia, hay pocas
dudas de su utilidad en provecho del tratamiento
oportuno y consecuente disminucion de la morbilidad
y mortalidad. La introducciéon de nuevos esquemas
terapéuticos basados en las combinaciones con
artemisinina, costosos y por lo pronto tinica alternativa
al tratamiento de la malaria multi-resistente a drogas,
obliga a una mayor rigurosidad en el diagnostico,
asunto en el que seguramente hay amplio espacio
para el aprovechamiento de las PRDM.

El campo de las PRDM es muy dinamico,
es altamente probable que algunas de las dificultades
técnicas actuales relacionadas con la estabilidad de
los reactivos, disminucion de los pasos de ejecucion
y discriminacion jerarquica de las densidades
parasitarias, resulten corregidas en el futuro
proximo.

El aprovechamiento de las PRDM también
estara sujeto a la validacion previa de estos ensayos
en las diferentes zonas endémicas donde se pretenda
su aplicacion. En una comunicacion reciente un
comité de la OMS ha alertado a los paises endémicos
sobre la importancia de la capacitacion local en los
conocimientos y practicas necesarias al uso racional
de las nuevas tecnologias de diagnostico (Banoo et
al., 2006). Superadas estas dificultades, el costo
continuara siendo, seguramente, el mayor obstaculo
que enfrentaran los paises en desarrollo si decidieran
aprovechar estos y posiblemente otros adelantos
tecnologicos, en beneficio del control de la malaria.
El problema trasciende a la comunidad cientifica y
reclama una decision politica global con el consenso
de todos los involucrados.

Rapid tests for malaria diagnosis
SUMMARY
Rapid tests for malaria diagnosis use basic

principles of lateral flow immuno-chromatography
to identify specific molecules secreted by the blood
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stages of malaria parasites. They are simple and
rapid to execute without laboratory equipment,
sensitive and friendly to use. The first generation
identified Plasmodium falciparum only. Later on,
those distinguishing between falciparum malaria and
non-falciparum malaria were developed. Antigenic
targets more commonly used have been the histidine
rich protein 2 of P. falciparum and the aldolase and
lactate dehydrogenase enzymes of Plasmodium sp.
Those criticizing rapid tests for malaria diagnosis
refer to poor sensitivity mainly with low-density
parasitaemias, false positive, false negatives along
with their inability to diagnose mixed infections,
to recognize Plasmodium vivax and to quantify
the parasitaemias. The performance of the above-
mentioned tests in endemic areas, the evolution of
their prototypes, their reliability in the improvement
of diagnosis, cost/benefit relation and potential
problems with the interpretation of the tests after
anti-malarial treatment are discussed in this review.
Successful application of malaria rapid diagnosis
tests in endemic areas should focus on the evaluation
of current and new devices in local settings and on the
promotion and enhancement of training in technical
skills for health workers in endemic countries.

Key words: malaria, diagnosis, PfTHRP-2, pLDH, p-
aldolase
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La oncocercosis humana en el foco amazonico
Sarai Vivas-Martinez'*,**, Maria-Eugenia Grillet >*, Carlos Botto** &
Maria-Gloria Basafez’*

En este articulo se describe la oncocercosis humana, la cual afecta al pueblo Yanomami en el
foco amazoénico del sur de Venezuela y se revisa el conocimiento actualizado de la enfermedad y su
control. La epidemiologia de esta infeccion parasitaria (causada por Onchocerca volvulus), y transmitida
por insectos simulidos, es altamente dependiente de las caracteristicas ambientales y entomolégicas
prevalecientes en la region, determinadas por gradientes altitudinales, vegetacionales, y geoldgicos
que inciden en la distribucion y severidad de la endemia. Asimismo, las caracteristicas socioculturales
y demograficas del pueblo Yanomami juegan un papel importante en la exposicién al vector y en los
niveles de transmision del parasito. Las comunidades con mayor intensidad de infeccion y transmision
(hiperendémicas), son aquellas situadas a mayor altura, caracterizadas por elevadas cargas parasitarias,
lesiones dermatoldgicas y oculares, ademas de una profunda supresion de la respuesta inmunoldgica
frente a antigenos del parasito y otros. La proporcion de comunidades hiperendémicas alcanza el 60% de
las estratificadas hasta el momento, pero los mapas de riesgo generados usando sistemas de informacion
geografica sugieren que esta proporcion puede ser aun mas elevada. El programa de eliminacion de la
oncocercosis se basa en la distribucién masiva bianual de ivermectina al 85% de la poblacion elegible, y
a pesar de las dificultades en el logro de esta meta, principalmente debido a la ubicaciéon remota de las
comunidades, el impacto de varias rondas de tratamiento permite aseverar que ha habido una mejoria de
los indicadores parasitoldgicos y clinicos en la poblaciéon Yanomami incorporada al programa. Finalmente,
se discuten algunos lineamientos actuales dentro de la vigilancia epidemioldgica y se resefian nuevas

opciones terapéuticas para el control de la oncocercosis.

Palabras clave: oncocercosis, Venezuela, Amazonas, Yanomami, epidemiologia, programa de control.

LA ONCOCERCOSIS Y SU TRANSMISION
Breve descripcion de la enfermedad

La oncocercosis es la infeccién parasitaria
causada por nematodos (gusanos redondos) filaricos
pertenecientes a la especie Onchocerca volvulus,
y transmitida entre los humanos mediante la
picada de pequefias moscas del género Simulium
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(conocidos como jejenes). La enfermedad, llamada
“ceguera de los rios” y “erisipela de la costa”, estd
ampliamente distribuida en Africa y mas focalmente
en Latinoamérica. La Fig. 1 indica los paises a nivel
mundial que poseen areas endémicas de oncocercosis
humana. En Latinoamérica, seis paises poseen
areas endémicas de oncocercosis de mayor o menor
extension y severidad. Estos paises son México,
Guatemala, Colombia, Ecuador, Brasil, y Venezuela.
El foco de oncocercosis del sur de Venezuela se
caracteriza por ser uno de los que exhibe una mayor
proporciéon de comunidades de elevada endemicidad
y numero de parasitos por persona. Este capitulo se
enfocara principalmente en el foco sur de Venezuela,
también conocido como foco amazodnico, por ser
dicho foco el que afecta en nuestro pais a una elevada
proporciéon de poblacion indigena, en particular al
pueblo Yanomami.

Ciclo de vida de Onchocerca volvulus

La filaria O. volvulus pasa a través de varios
estadios durante su ciclo de vida, ciclo que se desarrolla
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B Paises con oncocercosis humana

Fig. 1. Distribucion mundial de la oncocercosis humana

obligatoriamente entre el humano (hospedador
definitivo, donde ocurre la reproduccion sexual del
parasito) y el insecto Simulium (vector). La palabra
“filaria’ deriva de la semejanza entre estos gusanos y
las hebras de un hilo. En aquellas personas infectadas
a través de la picada de los simulidos (numeral (1)
en la Fig. 2), los gusanos adultos viven en nddulos
subcutaneos (oncocercomas) caracteristicos de la
infeccion (2), (3). Los gusanos hembra son largos y
delgados y pueden medir hasta unos 40 cm de largo;
los machos son mucho mas pequefios (unos 2-4 cm).
Dentro de dichos ndodulos los gusanos hembra son
fertilizadas por los machos (3) y producen embriones
microscopicos conocidos como microfilarias (4), de
unos 250-300 um de longitud. Un gusano hembra
puede producir alrededor de 1.600 microfilarias por
dia y entre 500.000—1 milléon de microfilarias por
afo durante toda su vida reproductiva. Por su parte,
las microfilarias pueden vivir entre 1-3 afios (Duke
1993). Las microfilarias migran hacia la piel y los
0jos, y son los estadios parasitarios asociados con
las repercusiones patoldgicas de la infeccion, es
decir, con las lesiones cutaneas y oculares tipicas de
la oncocercosis. Una vez en la piel, las microfilarias
pueden ser ingeridas junto con sangre humana por
los simulidos vectores (5), dentro de los cuales las
microfilarias se desarrollan (pero no se multiplican).
Este desarrollo tiene lugar dentro de la musculatura
toracica del insecto (6), hacia donde las microfilarias
han migrado desde el abdomen de la mosca. Las larvas
del parasito pasan por los estadios L1 (entre 150 y 300
um) (7) y L2 (entre 300 y 450 um), hasta alcanzar el
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estadio infectante para el humano, denominado larvas
de tercer estadio o L3 (entre 500 y 660 um) (8). El
desarrollo larvario desde microfilarias hasta larvas
L3 en el vector requiere aproximadamente de una
semana bajo condiciones tropicales macrotérmicas
(temperatura media anual entre 24 y 28°C), periodo
conocido como de incubacion extrinseca del parasito.
Las larvas infectantes, una vez completado su
desarrollo, escapan del térax y migran hacia la cabeza
del insecto, situandose cerca del aparato bucal del jején
(9). Cuando los jejenes infectantes pican nuevamente
para procurar sangre, las larvas L3 entran al humano
por la herida producida por las maxilas y mandibulas
del insecto al cortar la piel. En el humano, las larvas
L3, al igual que las de otros parasitos nematodos
pasan por los estadios L4 y L5 (estos ultimos adultos
jovenes), hasta alcanzar la madurez reproductiva y
convertirse finalmente en gusanos adultos machos
y hembras, completando el ciclo vital (Fig. 2). El
periodo de incubacion intrinseca, desde la picada
del simulido conteniendo larvas infectantes hasta la
deteccion de microfilarias en la piel, puede tomar
unos 2 afios. Los gusanos adultos pueden sobrevivir
y producir microfilarias por unos 10 afos (Duke
1993). Estas consideraciones seran importantes para
entender la duracion minima que deberan tener los
programas de control de la oncocercosis.

EPIDEMIOLOGIA

En Venezuela existen tres focos de
oncocercosis humana, dos localizados en la region
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Fig. 2. Ciclo vital de Onchocerca volvulus en el humano y en el vector (Centers for Disease Control, http://
www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/ accesada 2006).

norte y uno en la region sur del pais, cada uno con
caracteristicas epidemiologicas distintas. En el foco
sur de Venezuela, la oncocercosis esta presente en
la Sierra de Parima, en la zona del Alto Orinoco, y
en el Alto Caura (Rassi et al., 1977; Godoy et al.,
1989; Yarzabal et al., 1985a). Mas recientemente
una extension al sur de este foco ha sido reportada
por Botto et al., (1997) en la Sierra de Unturan. Esta
area, junto con la contigua de Brasil, conforma el
llamado foco amazdnico de oncocercosis que afecta
principalmente al pueblo Yanomami, cuya poblacion
en Venezuela se ha estimado en unas 13.600 personas
(OCEI 1993).

Recuento historico en Venezuela

La oncocercosis fue reportada por primera
vez en Venezuela en 1948 en la region nor-oriental
del pais. Poco tiempo después, fue descubierto un
nuevo foco en la region nor-central. Posteriormente,
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Rassi et al., (1977) describieron una nueva area de
transmision en la region sur de Venezuela, limitrofe
con el foco de Brasil descrito en parte por el mismo
Rassi.

En 1982 Godoy reportd la presencia del
parasito entre los Sanema del Alto Caura, al sur del
Estado Bolivar, para posteriormente describir el foco
del Alto Caura (Godoy et al., 1989), que forma parte
del foco amazoénico. Los estudios epidemiologicos,
parasitoldgicos, y entomologicos de la oncocercosis
humana en el Estado Amazonas de Venezuela,
iniciados por Rassi, prosiguieron en detalle a partir
de 1981 por parte del equipo multidisciplinario del
CAICET (Centro Amazoénico para la Investigacion
y Control de Enfermedades Tropicales “Simoén
Bolivar”). Este equipo comenzod sus investigaciones
en la Sierra de Parima y el Alto Orinoco (Yarzabal
et al., 1985a; Botto et al., 1985, Basanez et al.,
1988), para mas recientemente explorar y describir
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las caracteristicas y transmision de la enfermedad
a lo largo de los rios Ocamo-Putaco, Orinoco-
Orinoquito (Vivas-Martinez et al, 1998, 2000a,
2000b; Grillet et al., 2001a, 2005), Padamo y
Mavaca (Carabin et al, 2003), y cuenca del rio
Siapa (Botto et al, 1997, 1999). La distribucion,
extension, y epidemiologia de paisaje del foco sur
han sido descritas recientemente por Botto et al.,
(2005a).

Descripcion del foco amazonico

Esta zona comprende la region sur del
Amazonas venezolano (estados Amazonas y
Bolivar) (Fig. 3), caracterizada por un marcado
gradiente de niveles de endemicidad; desde areas
de baja transmision y mayor tamafio poblacional
(bosques htimedos de tierras bajas a lo largo de
los rios Orinoco, Mavaca, Padamo y curso bajo
del Ocamo), hasta zonas hiperendémicas con
comunidades mas pequefias en areas montafiosas

o en altiplanicies situadas por encima de los 800
msnm en las serranias de Parima, Unturan, y del
Alto Caura. La contigiiidad de esta zona endémica
con la correspondiente zona en Brasil, sumada a
las caracteristicas seminomadicas de la poblacion
Yanomami han determinado que a este foco se le
considere como una misma zona de transmision. Si
bien esto tiene sentido en cuanto a un abordaje integral
de la endemia y su control, dentro del foco amazdnico
existe una marcada heterogeneidad ecologica, de
especies de vectores involucrados, y de severidad de
la infeccion.

Variables epidemioldgicas, endemicidad por grupos
de edad y sexo, vectores

En el foco sur de Venezuela, los niveles
de endemicidad y severidad varian ampliamente,
reportandose en comunidades hiperendémicas
una intensidad de infeccion promedio de 54
microfilarias (mf) por miligramo (mg) de piel en

\

{
, ESTA

N

DO BOLIVAR W*?‘ ~E

— s

Reserva de Biosfera
Alto Orinoco Casiquiare
Relacion entre los rios y

la Endemicidad en

4200

o) /"\\L‘_f

Oncocercosis

Leyenda

Nivel de Endemicidad
Oncocercosis

Hiperendémica
Mesoendémica

3200

)
A

B Hipoendémica
x  Noendémica

R Limite internacional
e Limite de Estado
= Limite de RBAOC

Hidrografia

2°00'

SN PN

-~

. MAR CARIBE
BRASIL
VENEZUELA

1200

RBAO; Ef

COLOMBIA

P

BRASIL

66200 65200

6400

Fig. 3. Distribucion de las (56) comunidades Yanomami georeferenciadas que han sido estratificadas en
niveles de endemicidad (por biopsia de piel) en el Estado Amazonas (Botto et al., 2005a)
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Fig. 4. Relacion entre el porcentaje de personas infectadas por comunidad y la altura en el foco

amazonico (Vivas-Martinez et al., 1998)

Parima B (950 m snm), y de 51 mf/mg en la Serrania
de Unturan, con lesiones oculares y cutianeas graves
(Yarzabal et al., 1985a; Botto ez al., 1997, 1999). Esto
contrasta con promedios de 0.1 mf/mg en zonas mas
bajas del Alto Orinoco, tales como Ocamo (90 msnm)
(Vivas-Martinez ef al., 1998).

Las comunidades hiperendémicas son
aquellas que presentan una prevalencia microfilariana
(porcentaje de personas infectadas con mf) igual
o mayor al 60%. En contraste, las comunidades
hipoendémicas son aquellas que exhiben una
prevalencia menor al 20%. Entre estos dos extremos
se situan las comunidades mesoendémicas, cuya
prevalencia de infeccion puede ser mayor al 20%
pero menor del 60% (OEPA 1996).

Los estudios de epidemiologia del paisaje
han permitido describir areas geograficas con
diferente riesgo de infeccion e identificar variables
ambientales relevantes para la transmision. Un
total de 64 comunidades Yanomami han sido
georeferenciadas hasta el momento, estimandose
el nivel de endemicidad por biopsia cutidnea (ver
seccion de Diagndstico) en una poblacion de 2.530
personas distribuidas en un area geografica de 83.830
km? en la region del Alto Orinoco. La informacion
cartografica y de sensores remotos obtenida ha sido
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analizada utilizando un sistema de informacion
geografica (SIG). El SIG ha permitido precisar que las
comunidades hipoendémicas se localizan en planicies
fluviales con bosques riberefios y siempreverdes,
generalmente sobre rocas sedimentarias recientes. Las
comunidades hiperendémicas se situan en lomerios y
montafias, con bosques basimontanos a montanos, o
en altiplanicies con sabanas de altura, generalmente
sobre sustratos graniticos (Botto et al., 2005b). En
general, el 51,5% de las 2.530 personas examinadas
presentaron microfilarias de O. volvulus en biopsias de
piel, determinandose que de las 64 comunidades, 37
(58%) son hiperendémicas, 8 (13%) mesoendémicas,
13 (20%) hipoendémicas, y 6 (9%) no endémicas
(Botto et al., 2005b). La Fig. 4 ilustra, en una muestra
de estas comunidades, la relacion entre la altura a la
cual estd situada la comunidad y su prevalencia de
microfilarias.

Las variaciones en los niveles de
endemicidad de la oncocercosis en el foco sur de
Venezuela se corresponden principalmente con la
presencia de distintas especies de jejenes involucrados
en la transmision de O. volvulus. En las zonas altas,
la especie Simulium guianense (conocida entre los
Yanomami como péti' ) ha sido incriminada como
un vector eficiente, mientras en las zonas bajas, S.
oyapockense (conocida por los Yanomami como
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pareto?®)actiacomoun vectormenoseficiente (Basafiez
et al., 1988). Ademas de S. guianense (= S. pintoi),
y S. oyapockense (=S. sanchezi; S. amazonicum; S.
cuasisanguineum), hay otras especies de simulidos
que pican al humano tales como S. incrustatum?® (=
S. limbatum?®; S. yarzabali), y S. bipunctatum?® (=S.
antillarum®; S. pseudoantillarum), conocido este
altimo como iro shi* entre los Yanomami (Ramirez-
Pérez et al., 1982; Shelley et al., 1997).

En el areca también se ha reportado la
presencia de Mansonella ozzardi en piel; esta filaria
podria ser transmitida por los mismos vectores que O.
volvulus (Yarzabal et al., 1985b). La Fig. 5 demuestra
como el gradiente altitudinal de prevalencia de
la oncocercosis se relaciona con la composicion
porcentual de especies de vectores presentes a
lo largo de dicho gradiente. Adicionalmente, las
variaciones en la abundancia espacial y estacional
de estas especies, asi como la capacidad de cada una
de estas especies para actuar como vector (lo que se
conoce como competencia y capacidad vectoriales)
juegan un papel muy importante en la transmision de
O. volvulus. Estos aspectos se discutiran en la seccion
dedicada a describir la transmision de la oncocercosis
en general, y en particular en el foco amazodnico.

Los perfiles de infeccion por edad también
dependen del nivel de endemicidad, revelando que
en areas hiperendémicas la carga microfilariana
aumenta con la edad del hospedador. Estos patrones
se muestran en la Fig. 6. Entre los Yanomami no
hay diferencias significativas en la prevalencia
e intensidad de infeccion por microfilarias en
relacion al sexo, pero en los grupos de edad mas
avanzados, los hombres muestran microfilarodermias
ligeramente superiores a la de las mujeres (Vivas-
Martinez et al.,, 2000a). Esto se debe a que ambos
sexos practican actividades que los exponen de modo
semejante a las picadas de los vectores. Carabin et
al., (2003), investigaron ademas, la influencia de la
altura de la comunidad, el sistema fluvial a lo largo
del cual éstas se ubican, y la importancia de factores
socioculturales y demograficos (tales como el uso del
vestido, el tipo de shapono, el grado de contacto con

misiones y la distancia a los centros de atencion de
salud). Las variables antropolédgicas resultaron estar
estrechamente correlacionadas con la altitud, que
explico la mayor parte de la variabilidad en niveles
de endemicidad. Sin embargo, se observd un efecto
importante del tipo de rio, pues en los sistemas
fluviales del Mavaca y el Ocamo, la prevalencia de
microfilarias no aumenta del mismo modo con la
altura.

Meétodos de evaluacion epidemiologica rapida

Los métodos de evaluacion epidemioldgica
rapida (EER) fueron concebidos con el proposito de
proveer informacion en salud de forma confiable,
rapida, simple y a un costo menor que los procedi-
mientos tradicionales. Tienen especial importancia en
los programas de control de enfermedades tropicales
al permitir por ejemplo la estimacion de la prevalencia
de infeccion o enfermedad, a nivel individual y
comunitario, con niveles de precision confiables y
aceptables para propdsitos de planificacion dentro de
los programas de control (Vlassoff & Tanner 1992).
La aplicacion de los métodos de EER en oncocercosis
surgen de la necesidad de usar métodos apropiados
para la distribucion de ivermectina en areas endémicas
donde la epidemiologia de la enfermedad no ha sido
completamente documentada.

Los métodos de EER se aplican por lo
general en los llamados grupos indicadores, que
constituyen muestras poblacionales representativas
de la variable a estimar y que obvian la necesidad de
examinar a todos los habitantes de una comunidad.
En Africa fue sugerido que el grupo indicador, en el
cual las EER deberian ser realizadas, consistia en una
muestra de 30 hombres cuya edad fuera > 20 afios.
Inicialmente uno de los parametros incluidos fue la
carga comunitaria de microfilarias (CMFL), la cual es
el promedio geométrico del numero de microfilarias/
biopsia de piel o microfilarias/mg de piel en adultos
> 20 afios, incluyendo los negativos para la infeccion
(Remme et al., 1986). Esta medida es un indice de la
intensidad de la infeccion y del riesgo de ceguera en
una comunidad (Remme et al., 1989b). Sin embargo,

péti': Zool., jején, simtlido hematofago grande; Simulium guianense (Diptera: Simuliidae). Se lo encuentra sobre todo rio arriba en los
cursos de agua y en las regiones montafosas; es el principal vector de oncocercosis en la region [NB: de las tierras altas del Alto Orinoco]

(Lizot 2004).

pareto’: Zool., simulido, mosquito, jején; designa a tres especies de simulidos hematofagos muy difundidos en el Alto Orinoco: Simulium
incrustatum, S. oyapockense'y S. limbatum. Todos son vectores de oncocercosis. pareto kano: pequefio punto rojo dejado por la picada de

los jejenes (Lizot 2004).

iro shi’: Zool., pequefia mosca hematofaga; [Simulium] antillarum, bipunctatum. (Lit.: emanacion de araguato). Tiene la cabeza roja y vive

en las regiones montafosas (Lizot 2004).
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Fig. 5. Variaciéon en la composicion porcentual de especies de simulidos vectores con la altura en el
foco amazoénico (Vivas-Martinez et al., 1998)
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Figura 6. Promedio de la intensidad microfilariana en piel (expresada como el logaritmo natural del
numero de mf/mg + 1) en las areas hipoendémicas, mesoendémicas, e hiperendémicas del foco
amazonico de oncocercosis (Vivas-Martinez et al., 2000a)
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debido a lo laborioso de realizar el conteo de
microfilarias, este método no fue recomendado para
EER, pero si como indicador para el seguimiento de
las medidas de control.

Entre los métodos propuestos para EER
en oncocercosis se encuentran: a) la prevalencia
de ceguera de una comunidad, pero aunque esta
medida puede subestimar la prevalencia de la
enfermedad (Taylor et al, 1992); b) la prevalencia
de despigmentacion créonica de la piel (piel de
leopardo), la cual en Latinoamérica parece no tener
especificidad para oncocercosis (Guderian et al.,
1991); c) la presencia de nodulos palpables, que se
relaciona con el riesgo de ceguera y la prevalencia
comunitaria de microfilarias (Whitworth & Gemade
1999), y d) la biopsia de piel, cuando se toma una sola
muestra de una region corporal especifica (escapular
o cresta iliaca) y se reporta como positiva o negativa
a microfilarias de O. volvulus.

MANIFESTACIONES CLINICAS
Lesiones cutaneas

En el foco amazoénico, estudios realizados
tanto en Venezuela como en Brasil, incluian el reporte
de varias lesiones de piel debidas a oncocercosis en las
comunidades altamente infectadas con O. volvulus;
las lesiones observadas eran dermatitis grave,
atrofia dérmica, linfadenopatias e ingle colgante
(Rassi et al., 1977; Botto et al., 1997). Con el fin de
determinar la importancia de las lesiones de piel por
oncocercosis, se realizd un estudio sistematico de
la prevalencia y gravedad de las mismas a lo largo
del foco, de acuerdo a la clasificacion propuesta por
Murdoch et al., (1993). Los resultados, por nivel de
endemicidad, se resumen en la Tabla I. A pesar de que
se registro despigmentacion, no se observo la forma
cronica descrita como piel de leopardo. Tampoco se
registraron lesiones de oncodermatitis asimétrica tipo
sowda. La Fig. 7 muestra un caso severo de atrofia
dérmica en poblacion Yanomami.

Lesiones oculares

La oncocercosis es conocida como “ceguera
de los rios” por su impacto sobre la agudeza visual,
siendo responsable de la existencia en el mundo de un
millon de personas con la vision severamente afectada
(Etya’ale, 2001). Es bien conocida la participacion
de O. volvulus como el agente etiologico de lesiones
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tanto del segmento anterior del ojo (queratitis
punteada, queratitis esclerosante, iridociclitis), como
del segmento posterior (lesiones del nervio oOptico,
corioretinopatia), estando todas ellas vinculadas
a la reaccion inflamatoria en torno a microfilarias
muertas. Mas recientemente, se ha postulado que la
liberacion de endosimbiontes del parasito, del género
Wolbachia, es la causa de las reacciones inflamatorias
que conducen a la patologia ocular (Saint André et
al., 2002). La respuesta inmune local y sistémica esta
orientada a la modulacién y regulacion, a través de
citoquinas, para reducir el dafio tisular que sigue a
la liberacion de antigenos de microfilarias (de origen
parasitario o de Wolbachia). Sin embargo, existe
también evidencia de la existencia de antigenos
compartidos por el verme adulto y células de la retina,
el iris y el nervio 6ptico, de manera que algunos
pacientes producen anticuerpos contra el parasito que
contribuyen al dafo ocular (Ottesen, 1995). Yarzabal
et al., (1985a) describieron tres casos de ceguera
entre 219 personas estudiadas oftalmologicamente
en la poblacion Yanomami de Parima B, de los
cuales uno era atribuible a oncocercosis (1,4%),
comunicandose asimismo la presencia de lesiones
oculares oncocercosicas (especialmente queratitis
punteada, queratitis esclerosante, iritis, corioretinitis
y atrofia optica) en el 51,6% de la poblacion general,
con 10% de prevalencia de microfilarias en la
camara anterior del ojo. La prevalencia de lesiones
oculares por oncocercosis se incrementd con la edad,
alcanzando el 70% en el grupo > 40 afios. Estudios
posteriores realizados con lampara de hendidura,
criterios estandarizados, y observadores entrenados
en el marco del Programa para la Eliminacion de la
Oncocercosis en las Américas (OEPA) confirman
estas cifras, hallandose elevadas prevalencias de
lesiones oculares oncocercosicas (52%) con 40% de

Fig. 7. Lesion de atrofia de piel en la region glutea;
Sierra de Parima, foco amazénico
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Tabla I. Prevalencia estandarizada por edad y sexo de lesiones cutaneas debidas y asociadas a la
oncocercosis en las comunidades estudiadas en el foco amazénico del sur de Venezuela (Vivas-Martinez

et al., 2004)
Comunidades Comunidades Comunidades
hipoendémicas mesoendémicas hiperendémicas’
N =227 N =149 N =346
5% con ancbeoreomas 7.0 10.1 20.2
Prurito:
- % con prurito 13,47 10,32 20,11
- % con prurito  grave 3,31 1,71 8,98
Cambios cutaneos por oncocercosis
Oncodermatitis:
- % OPA? 2,65 2,75 1,75
- % OPC?® 3,66 5,62 9,63
- % OL* 14,03 17,53 23,63
Atrofia de piel:
- % ATR® 6,54 7,59 10,00
Despigmentacion:
- % DEPS 14,69 8,19 7,38
Cambios asociados con lesiones cutaneas por oncocercosis
Compromiso linfatico:
- % LAY 0,00 0,00 0,23
- % LE® 0,00 0,00 0,00
Ingle colgante:
-% 1C° 0,42 0,76 0,46
Hernia (inguinal / femoral) 0,42 0,82 0,46

"No se incluyen las comunidades de Niyayowé-theri, Coyowé-theri, o Parima-A; *Oncodermatitis papular aguda; *Oncodermatitis papular crénica; *Onco-
dermatitis liquenificada; >Atrofia cutdnea; “Despigmentacion; "Linfadenopatia; *Linfoedema; °Ingle colgante.

prevalencia de queratitis punteada, y hasta 28% de
prevalencia de microfilarias en camara anterior en
algunas comunidades del piedemonte de la Sierra de
Parima (Botto et al., 2000). Estas cifras contrastan con
las halladas en comunidades hipoendémicas donde
las prevalencia de lesiones oculares es del 6,5%.

Muy recientemente se realizo una evaluacion
de la especificidad de la queratitis punteada como
indicador de morbilidad ocular (Richards 2004),
para cuya valoracion se solicito a los pacientes que
colocaran la cabeza sobre sus rodillas durante 5
minutos. Esto facilita el descenso de las microfilarias
a la camara anterior del ojo, la cual fue examinada
con una lampara de hendidura con magnificacion
de 25x o 32x por un observador bien entrenado. El
estudio encontré que hay diferencias apreciables
entre los observadores, e indic6 que el hallazgo de
microfilarias vivas “enrolladas” y/o de microfilarias
muertas extendidas, es absolutamente caracteristico
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de la oncocercosis y no se observa en areas no
endémicas, en tanto que el infiltrado inflamatorio en
torno a una microfilaria muerta, que se aprecia como
una lesion en “copo de nieve”, de caracter fugaz y
reversible, puede confundirse con lesiones de otra
etiologia y encontrarse en areas no oncocercosicas.
En consecuencia, la presencia de un numero > 20 de
microfilarias vivas en la camara anterior (MFCA)
del ojo, o de microfilarias muertas reconocibles,
constituye un indicador muy especifico asociado al
riesgo de desarrollo de lesiones oculares severas y
ceguera (Cooper ef al., 1995).

Quizas el rasgo mas distintivo de Ila
oncocercosis en el foco sur es la elevada prevalencia
de queratitis esclerosante. Esta es una lesion
inflamatoria cronica de la cornea, que se acompafia
de penetracion de vasos sanguineos y pigmento en
el estroma corneano, comenzando frecuentemente
como una lesién semilunar inferior que luego se
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hace confluente, opacificando la cérnea y pudiendo
conducir a la ceguera. La queratitits esclerosante
puede alcanzar entre los Yanomami de la Sierra de
Parima y su piedemonte prevalencias del 18% en la
poblacion general, incrementandose su frecuencia
con la edad y la intensidad de la infeccion.

DIAGNOSTICO
DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

Deteccion de microfilarias en biopsia de piel

El diagnostico de la oncocercosis se realiza
principalmente por métodos parasitologicos, y en
particular a través de la deteccion de estadios de
transmision como lo son las microfilarias (d) en la Fig.
2). Ya que las microfilarias de O. volvulus se alojan
principalmente en la piel del hospedador humano,
la biopsia cutanea exsangiie, incubada en un medio
apropiado (solucion salina fisiologica, usualmente
con antibidticos para evitar la contaminacion
microbiana durante la incubacion) constituye el
método de eleccion (Yarzabal et al., 1985a). Ya que
la sensibilidad de este método diagnostico aumenta
con el nimero de biopsias tomadas y con el periodo
de incubacion de las mismas (Collins et al., 1980)
se recomienda incubar los trocitos de piel durante
un minimo de 8 horas y un maximo de 24 horas en
placas de microtitulacion debidamente rotuladas y
protegidas de la evaporacion.

A fin de obtener biopsias de un tamafio y peso
relativamente homogéneos, se ha recomendado el uso
de pinzas esclerocorneales (tipo Holth o tipo Walser)
(Prost & Prod’hon 1978) adecuadamente esterilizadas
antes de su uso en cada paciente durante estudios
clinicos o epidemiologicos. En este tltimo caso, la
esterilizacion consiste en la inmersiéon de la mitad
inferior del instrumento, a través de una secuencia de
cinco pasos, en diferentes soluciones: glutaraldehido
al 2%, alcohol al 70% y agua destilada. Las biopsias
deben obtenerse de localizaciones corporales que
aseguren una maxima probabilidad de diagnosticar
como positiva una persona infectada (sensibilidad)
y de diagnosticar correctamente la especie de
filaria (especificidad). En el foco Amazonico, se ha
demostrado una mayor concentracion de microfilarias
en lamitad inferior del cuerpo, particularmente cuando
la intensidad de infeccion es relativamente baja, y por
tanto se recomienda que las biopsias se tomen de las
crestas iliacas derecha e izquierda, para un niimero
minimo de dos biopsias por paciente (Yarzabal ef al.,
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1985a, Vivas-Martinez et al., 2000b). En cuanto a la
especificidad del método, la extraccion de biopsia
exsangiie deberia reducir la probabilidad de encontrar
microfilarias de Mansonella ozzardi, circulantes en
sangre periférica. Sin embargo, solo la adecuada
caracterizacion morfobiométrica de las microfilarias
que se encuentren en la biopsia permitira la correcta
identificacion del parasito. En algunas ocasiones,
y particularmente cuando la carga microfilariana
es elevada, pueden encontrarse microfilarias de O.
volvulus en sangre y orina (Botto ef al., 1985).

El contenido de los pozos de las placas
de microtitulacion puede leerse con microscopio
invertido, contando las microfilarias emergidas (Fig.
8) con un contador de células, o fijarse con solucion
de formaldehido para una concentracion final del 2%.
El contenido asi fijado puede extenderse en laminas
de microscopio, dejarse secar en posicion horizontal,
y teflirse con hematoxilina acida de Mayer. Esto
permitira la coloracion de la columna nuclear de las
microfilarias, las cuales se identifican observando las
laminas al microscopio.

Microfilarias en camara anterior

Como se dijo anteriormente, la deteccion de
microfilarias (vivas o muertas) en camara anterior del
ojo se emplea en evaluaciones oftalmologicas (ver
seccion Lesiones oculares). Se utiliza la lampara de
hendidura en recamara de observacion obscurecida y
para aumentar la sensibilidad del método el paciente
ha debido colocar su cabeza entre las piernas durante
5 minutos previamente al examen oftalmologico.

Presencia de nodulos subcutaneos u oncocercomas
La palpacion del cuerpo durante el examen

clinico permite detectar la presencia de nddulos
caracteristicos, que son generalmente indoloros

e
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Fig. 8. Microfilarias de O. volvulus, Sierra de
Parima.
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y estan situados cerca de prominencias dseas, asi
como registrar su niimero y ubicacion. Estos nddulos
albergan los vermes adultos. En el foco amazonico, la
proporcion de nddulos ubicados en la cabeza tiende a
ser mas alta que en los focos del norte del pais, pero
a su vez, la intensidad y localizacion anatomica de
los oncocercomas varia con el nivel de endemicidad.
Las Tablas II y III presentan la informacion sobre
localizacién de nddulos subcutaneos recabada para
comunidades Yanomami situadas a lo largo de los
rios Ocamo y Orinoco.

El porcentaje de personas con nodulos
palpables en las comunidades se ha utilizado en
el Africa occidental para estimar el porcentaje de
personas con microfilarias y por consiguiente la
endemicidad inicial de las comunidades. Ya que la
palpacion de noédulos es un método de evaluacion
parasitologica menos invasivo que la toma de biopsias
de piel, la estimacion de la prevalencia de infeccion
por este método y su extrapolacion a la prevalencia
de microfilarias constituye un método de evaluacion
epidemiologica rapida (EER). En el foco amazonico,
el grupo indicador para EER esta constituido por
personas de ambos sexos y mayores de 15 afios de
edad. La Fig. 9 muestra larelacion entre la prevalencia
de noédulos y la prevalencia de microfilarias. La
prevalencia de nodulos en el grupo indicador debe
ser multiplicada por un factor de 1,85 para obtener la
prevalencia comunitaria de microfilarias.

METODOS INDIRECTOS

Prueba de Mazzotti
La aplicacion de la llamada prueba de

Mazzotti estda basada en la administraciéon de

Tabla Il. Ubicacién anatémica de oncocercomas
subcutaneos en el foco amazénico de
oncocercosis humana (Vivas-Martinez et al., 2004)

Vivas-Martinez S. et al.

dietilcarbamazina (DEC), la cual produce un
prurito caracteristico debido a la muerte subita de
las microfilarias de O. volvulus. Dadas las elevadas
intensidades de infeccién en algunas comunidades
Yanomami no es recomendable utilizar la prueba
de Mazzotti. Actualmente, se han disefiado pruebas
topicas tipo parche que aplican una pomada que
contiene DEC para producir una reaccion local.
Este método tiene como objetivo el de reducir la
toma de biopsias, y el de proporcionar métodos
alternativos para detectar presencia de infeccion ya
que la sensibilidad de la biopsia cutanea disminuye
a medida que la intensidad de la infeccion decrece
como resultado del control (Boatin ef al., 2002).

Meétodos de diagnostico serologico

En principio, el diagndstico serologico de
una enfermedad parasitaria puede ser efectuado bien
sea mediante la deteccion de antigenos circulantes,
o la deteccion de anticuerpos especificos producidos
por el hospedador contra el parasito. La deteccion
de antigenos circulantes tiene la ventaja de permitir
establecer la situacion de infeccion presente en
un individuo (en contraste con infeccion pasada o
memoria inmunoldgica de infeccion, tipica de las
pruebas basadas en la deteccion de anticuerpos). Sin
embargo, y a pesar de muchos intentos por parte de
numerosos grupos de investigacion, no ha sido posible
desarrollar una prueba confiable para la deteccion de
antigenos en oncocercosis. Esta situacion contrasta
con la de las filariasis linfaticas, para las cuales (y
en particular para aquella causada por Wuchereria
bancrofti), es posible cuantificar la presencia de
antigeno filariano circulante. Es posible que Ia
localizacidon cutanea y subcutanea, respectivamente,
de las microfilarias y adultos de O. volvulus, dificulte
de alguna manera la liberacion regular de antigenos
(de excrecion-secrecion) en circulacion periférica
(Bradley et al., 2005). Ello no obstante, Arango
et al, (1983) detectaron antigenemia en 17 de 24
(71%) sueros obtenidos de poblacion Yanomami con

Nédulos

Localizacioén corporal -

No. Porcentaje Tabla Ill. Ubicacién anatémica de nédulos
Cabeza 58 39,7 oncercosicos por nivel de endemicidad (Vivas-
Torso superior 2 1,4 Martinez et al., 2004)
Brazos 1 0,7 Localiza- Comunidades ~ Comunidades

o - ciéon de los  hipo- y mesoen- hiperendémi-  Subtotal
Cresta iliaca y region sacra 81 55,4 nédulos Zém);cas (%) pcas (%)
Gluteos 1 0.7 Cabeza 1(1,7) 57 (98,3) 58
Piernas 2 1,4
’ Resto del
Trocanter 1 0,7 cuerpo 30 (37,0) 51(63,0) 81
Total 146 100,0 Subtotal 31 108 139
25
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Fig. 9. La relaciéon entre la prevalencia de nédulos palpables registrada en el grupo indicador y la
prevalencia comunitaria de microfilarias en el foco amazénico

microfilarias en piel, y concluyeron que la presencia
de antigenos circulantes, libres o en combinacion
con anticuerpos, participan en la patogenia de
inmunosupresion de la inmunidad celular observada
en oncocercosis severa generalizada.

Comunmente, el diagndstico serologico
de la oncocercosis se ha circunscrito a pruebas de
deteccion de anticuerpos. Los primeros intentos,
basados en extractos crudos del parasito tuvieron
el inconveniente de caracterizarse por una baja
especificidad, debida a la extensa reactividad cruzada
con anticuerpos producidos contra otros nematodos.
Posteriormente, se utilizaron fracciones antigénicas
de bajo peso molecular enriquecidas con antigenos
localizados en la superficie del parésito (Cabrera &
Parkhouse 1987), que son reconocidas principalmente
por inmunoglobulinas de los tipos IgG e IgE. Un
diagnostico mas especifico se logré mediante el
desarrollo de pruebas directas e indirectas del ensayo
inmunoenzimatico (ELISA), al restringir los ensayos
a la deteccion de IgG4. El ensayo directo de ELISA se
basé en el aislamiento de una preparacion antigénica
de bajo peso molecular conteniendo dos antigenos en
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particular (de 16,2 y 12,8 kDA), que resultd poseer
una especificidad del 91% y una sensibilidad del
96% al probarse con sueros provenientes de areas
endémicas del foco sur de Venezuela como controles
positivos y sueros de pacientes con Mansonella
ozzardi como controles negativos (Cabrera et al.,
1989). La preparacion de estas fracciones antigénicas,
sin embargo, requiere de disponibilidad continua de
material parasitario, y de técnicas e instrumentos para
la extraccion y purificacion de los antigenos.

El desarrollo de pruebas basadas en antigenos
recombinantes, obtenidos por las técnicas de hibridoma,
permitio6 superar algunas de estas dificultades y detectar
exposicion a O. volvulus (Lobos et al., 1991). Aunque
el uso individual de estos antigenos resultd inicialmente
en una baja sensibilidad, este obstidculo se subsand
al combinar varios de ellos en un asi llamado céctel
de antigenos recombinantes (Bradley et al., 1998).
En particular, el céctel que contiene tres antigenos
de bajo peso molecular (OvMBP/10, OvMBP/11 y
OvMBP/29) demostro tener una especificidad del 88%
y una sensibilidad del 96% en poblaciones Yanomami
de Unturan (Botto et al., 1999).
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La dificultad de detectar infeccion presente
ha sido parcialmente superada al concentrarse
en la deteccion de IgG4, ya que este tipo de
inmunoglobulina  estd  altamente relacionado
con infeccion activa (Cabrera et al, 1989). Para
propositos de monitoreo de programas de control
es importante desarrollar una prueba rapida de
campo que equilibre adecuadamente la sensibilidad
y la especificidad. Una de las pruebas desarrolladas
utiliza uno de los antigenos del coctel anteriormente
descrito, y detecta especificamente anticuerpos 1gG4
en suero de pacientes infectados (Weil et al., 2000).
Su incorporacion a ensayos inmunocromatograficos
fue exitosa, pero la produccion comercial de estas
pruebas no ha continuado. Los nuevos fabricantes no
han podido superar dificultades inherentes al tiempo
de lectura de las pruebas, y aunque los prototipos
iniciales se probaron con éxito en el Ecuador, no se
dispone al presente, de una prueba inmunodiagnostica
rapida y eficiente para la vigilancia epidemiologica
en areas bajo control.

Meétodos basados en la amplificacion de dcidos
nucleicos

Metodos basados en la deteccion de ADN
(Harnett, 2002), permiten distinguir entre especies del
género Onchocerca (Meredith et al., 1989). También
se han desarrollado sondas de ADN que permiten
diferenciar entre cepas de O. volvulus de sabana y
de selva, las cuales se consideran diferencialmente
asociadas con caracteristicas epidemiologicas y de
patologia ocular (Zimmerman et al., 1992).

a) Diagndstico en humanos. Pruebas basadas en la
amplificacion de ADN por medio de la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR), y empleadas para la
deteccion parasitaria en biopsias de piel (Zimmerman
et al, 1994a), o en muestras obtenidas por raspado
de piel (Toé et al, 1998) pueden proporcionar
alternativas a los procedimientos de incubacion de
las biopsias y subsiguiente examen microscopico, o
a la misma toma de biopsias, y han demostrado ser
altamente sensibles, si bien la positividad por PCR
no puede comprobar la existencia de microfilarias
vivas (Hoerauf & Brattig 2002). El analisis de ADN
de muestras de O. volvulus obtenidas en Guatemala
y Brasil ha sugerido que las poblaciones parasitarias
americanas estdn mas estrechamente relacionadas
con las de sabana del Africa occidental, que con las
de selva (Zimmerman et al., 1994b).

b) Diagnodstico en vectores. Como sefialamos
anteriormente, las sondas de ADN que se han venido
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desarrollando, permiten distinguir O. volvulus de
otras especies del mismo género que infectan al vector
(Meredith et al., 1989; Toé et al., 1994). Todas estas
sondas se han derivado de una secuencia repetida de
150 pares de bases que constituyen aproximadamente
el 1%del genomade O. volvulus. Eluso de PCR permite
amplificar esta secuencia, cuya presencia en muestras
puede, a su vez, ser detectada mediante métodos que
permiten su manifestacion o visualizacion. Esto se
logra al combinar las técnicas de PCR con el ensayo
inmunoenzimatico. A fin de agilizar el procesamiento
de cientos o miles de moscas, tal como se obtienen
durante la realizacion de evaluaciones entomologicas
rapidas, el procedimiento ha evolucionado desde
la deteccion de infeccion en moscas individuales
hacia la deteccion en un nimero dado de grupos de
moscas (pooles) que se analizan simultaneamente. El
tamafio optimo del pool puede variar entre especies
vectoras, y para S. guianense en el foco amazonico
es de 50 moscas (Gowtage-Sequeira et al., 2002).
La metodologia estadistica que permite estimar la
prevalencia de infeccion en la muestra de moscas
a partir de los resultados obtenidos en grupos de
moscas ha sido presentada por Katholi et al., (1995).
En el foco sur de Venezuela se ha demostrado,
en S. guianense, que el procesamiento de moscas
por PCR proporciona resultados estadisticamente
indistinguibles de aquellos obtenidos por diseccion
manual (Gowtage-Sequeira ef al., 2002).

ASPECTOS BASICOS DE LA TRANSMISION DE
O. volvulus

Los unicos vectores que participan en la
transmision de O. volvulus son las llamadas moscas
negras, 0 mas comunmente jejenes, pertenecientes al
género Simulium. La primera vez que se incrimind
a una especie de Simulium en la transmision de esta
infeccion fue en 1926, cuando Blacklock identificd
a Simulium damnosum como el principal vector de
oncocercosis en Africa. Sin embargo, ya Robles en
1916 sospechaba del papel de estas moscas en la
transmision de O. volvulus en Guatemala.

CONSIDERACIONES GENERALES EN LA INCRIMINACION DE
ESPECIES DE SIMULIDOS COMO VECTORES DE ONCOCERCOSIS

El habito hematofagico exclusivo de las
hembras (los machos no se alimentan de sangre) y la
presencia en este grupo de insectos de un aparato bucal
especializado en lacerar la piel y romper los vasos
capilares a la hora de obtener una comida sanguinea,
los hace particularmente adaptados a la ingestion de
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las microfilarias de O. volvulus presentes en la piel o
dermis. La sangre de animales vertebrados de sangre
caliente (mamiferos y aves) es un recurso necesario
en estos insectos para el desarrollo de sus huevos.
Aunque ningtn simulido se alimenta exclusivamente
de sangre humana (antropofagia), existen especies mas
zoofagicas (en las que predomina la ingesta de sangre
animal) que otras. El alto grado de antropofagia es uno
de los tres principales criterios a tomar en cuenta a la
hora de incriminar a una especie de simtlido como
vector de O. volvulus. El segundo criterio a considerar
es que la especie, bajo condiciones naturales, presente
niveles importantes de infeccion con los estadios
infectantes (larvas L3) del parasito. Para ello, se
realizan capturas entomoldgicas en campo y se llevan
a cabo disecciones en el laboratorio para la deteccion
de las larvas del parasito dentro del simulido.
Finalmente, la especie de jején debe presentar una
alta susceptibilidad a la infeccion experimental con
el parasito o alta competencia vectorial. Esto es, se
debe comprobar experimentalmente que la especie de
simulido: 1) tiene la habilidad fisiologica para adquirir
las microfilarias de O. volvulus, a partir de una comida
sanguinea proveniente de una persona portadora
de microfilarias, ii) puede permitir el desarrollo de
estas microfilarias hasta el estadio infectante (L3), y
iii) es capaz de sobrevivir el periodo de incubacion
requerido y puede transmitir las larvas infectantes
al humano en una subsiguiente comida sanguinea.
Como un corolario de todo lo anterior, una especie
de simulido sera un vector mas eficiente, mientras
sea comparativamente mas antropofagico, presente
una mayor competencia vectorial, y se halle en
densidades por encima del umbral necesario para el
establecimiento endémico de la enfermedad (Basaiez
et al., 2002).

Competencia vectorial

Uno de los aspectos claves de Ia
competencia vectorial es la relacion entre el numero
de microfilarias ingeridas y el numero de larvas
infectantes producidas por simulido. La forma de
esta relacion va a estar determinada principalmente
por todos aquellos mecanismos presentes en el
insecto tendientes a regular la ingesta y desarrollo del
parasito. Uno de estos mecanismos es la presencia
de una estructura bucal en el simtlido compuesta
de protuberancias quitinosas y afiladas, conocida
como armadura cibarial (Fig. 10). Las especies de
simulidos vectores que poseen armadura dafian una
proporcion importante de microfilarias durante la
ingesta lo cual reduce por una parte la mortalidad
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del insecto inducida por el parasito pero también su
competencia vectorial, particularmente cuando Ia
oferta de microfilarias en la piel de los infectados es
baja (Basafiez et al., 1995). Estas especies requieren
de un umbral de densidad de picada relativamente alto
a fin de introducir la infeccion y lograr su persistencia
en el tiempo (Basafnez & Ricadez-Esquinca 2001).
Por el contrario, las especies de simulidos vectores
que carecen de esta estructura tenderan en promedio
a desarrollar una mayor proporcion de larvas
infectantes de O. volvulus en relacion a la ingesta de
microfilarias, lo cual les confiere una relativa mayor
eficiencia vectorial a densidades microfilarianas
bajas (Basafiez ef al., 1995). La relevancia de las
cargas microfilarianas estriba en que, en el contexto
de programas de control con ivermectina, dichas
densidades disminuirdan notablemente en piel,
favoreciendo a aquellas especies de vectores que
exhiban una mayor infectividad, por microfilaria, a
cargas bajas (como por ejemplo, S. guianense en el
foco amazonico).

Lapresencia o ausencia de un cibario armado
no es el unico determinante de la competencia vectorial
de una especie de simulido. Otros factores incluyen la
matriz peritrofica (que rodea la comida sanguinea y
precede a la digestion de la sangre) (Reid & Lehane
1984), y la capacidad innata o adquirida por parte del

Fig. 10. Dibujo representando el cibario de
especies de simulidos con armadura cibarial
presente (ay b), y ausente (c y d); vistas frontales
(ay c)y laterales (b y d) (Omar & Garms, 1975)
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insecto de defenderse inmunoldgicamente frente a la
agresion representada por el parasito (Ham, 1992).

Ademasdelaadquisicionde ciertainmunidad
por parte de los simulidos (en la cual posiblemente
intervienen lectinas, hemocitos, y componentes
humorales de la hemolinfa, entre otros), los simulidos
pueden ser naturalmente refractarios al desarrollo
larvario de O. volvulus. Como ejemplo, citamos las
poblaciones de Simulium exiguum que habitan en los
raudales de Culebra, cercanos a Puerto Ayacucho, en el
Estado Amazonas. Si bien esta especie pica al hombre
con voracidad, y es capaz de ingerir microfilarias de
O. volvulus y de permitir su paso hacia el térax del
simulido, estas larvas no prosiguen su desarrollo.
Esta poblacion es, pues, naturalmente refractaria al
desarrollo de O. volvulus (Basanez et al., 2000).

En mosquitos vectores de filariasis
linfatica, se ha comprobado que la susceptibilidad
estd genéticamente determinada (Townson &
Chaithong, 1991). Debido a la dificultad de
obtener colonias permanentes de simulidos en el
laboratorio, la genética de estos insectos no ha
sido investigada en profundidad. Los estudios
citogenéticos (cromosémicos), sin embargo, han
permitido demostrar que las especies que podemos
diferenciar morfoldégicamente (morfoespecies), estan
compuestas por grupos de especies morfologicamente
indistinguibles pero citogenéticamente diferenciables,
llamadas citoespecies. Las especies de simulidos son
por tanto, en su mayoria, complejos de especies.
La competencia vectorial estara influenciada por la
citoespecie a la cual pertenece una poblacion dada.

Densidad de vectores y tasas de picada

a) Tasa de picada. La transmision de la oncocercosis
es el producto de la continua exposiciéon de los
humanos a las picadas de los vectores. De alli
que la determinacion del grado de exposicion del
hospedador, medida a través de la cuantificacion de
la densidad de picada del vector sobre el humano,
sea uno de los parametros de transmision mas
importantes utilizado en los programas de control de
oncocercosis. El indicador mas comun de este grado
de contacto hombre-vector es la tasa de picada anual,
la cual describe el nimero potencial de picadas de
jején que recibe una persona durante un afio en un
area endémica, a maximos niveles de exposicion
(Duke, 1968).

b) Tasa anual de picadas infectantes. Ya que las tnicas
picadas que pueden resultar en una infeccion exitosa
del hospedador humano son aquellas efectuadas por
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hembras infectantes, se estima la tasa de picadas
infectantes al multiplicar la tasa anual de picada por
la proporcion de hembras infectantes (portadoras de
larvas L3) obtenida por disecciéon o por PCR (ver
seccion Diagnostico de vectores).

c) Potencial anual de transmision. Cuando la tasa
anual de picadas infectantes se multiplica por el
promedio de larvas L3 por mosca infectante, se obtiene
el potencial anual de transmision, que cuantifica el
numero de L3 potencialmente inoculadas por persona
por afio.

d) Tasa de picadas por hembras paras. Otra medida
comunmente usada es la de estandarizar la tasa
de picada en funcién de la proporcion de hembras
paras (hembras que han experimentado al menos
un ciclo gonadotrofico, ver definicion mas abajo, y
que por tanto han adquirido una comida sanguinea
previamente, lo cual ha incrementado la probabilidad
de que hayan adquirido el parasito).

Ya que la transmision de la oncocercosis es
raramente perenne (a lo largo de todo el afio) con la
misma intensidad, una manera mas apta de cuantificar
la transmision es la de discriminar las tasas de picada,
de picadas infectantes, o de picadas por hembras paras,
por mes, dia y hora. Las asi llamadas tasas de picada
mensuales u horarias permiten, en consecuencia,
identificar aquellas estaciones, periodos, u horas del
dia, durante los cuales la transmision de O. volvulus
es mas elevada.

Resumiendo, la intensidad de la transmision
de la oncocercosis se relaciona de manera directa con:
1) la proporcion de insectos hembra que sobreviven y
son capaces de desarrollar el estadio infectante para
los humanos (larvas L3) después de haber ingerido
microfilarias, ii) el numero de larvas L3 producidas
por mosca infectante, y iii) la densidad de picada
sobre humanos de la especie de simtlido considerada.
Todos estos factores en conjunto, ademas de la
distribucion espacial de la especie, determinan en
gran parte el nivel de endemicidad y la severidad de
esta infeccion en un area endémica dada.

CICLO DE VIDA Y BIOLOGIA DE LOS SIMULIDOS

El ciclo de vida de un simulido pasa por
cuatro fases o estadios de metamorfosis conocidos
como huevo, larva, pupa y adulto; es decir los
simulidos son holometabolos (Fig. 11). Las fases
inmaduras son acuaticas. La asociacion de estos
insectos y de las poblaciones humanas afectadas con
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Fig. 11. Ciclo de vida de los simulidos, vectores de
oncocercosis (Ramirez-Pérez, 1977)

el ecosistema acuatico de rio es lo que le ha dado el
nombre a la oncocercosis de “ceguera de los rios”.

El ciclo de vida de estos insectos se cumple,
en la zona tropical, en aproximadamente 20 dias
(Ramirez-Pérez, 1977). La hembras maduran sus
huevos (entre 200—500 por mosca) a partir de una
comida sanguinea y los depositan (oviposicion)
en masas compactas sobre sustratos tales como
rocas o piedras, plantas acuaticas y diversos tipos
de vegetacion sumergida o colgante presente en la
corriente de quebradas y rios (numeral 1 en Fig. 11).
Los huevos eclosionan a los 2—4 dias posterior a la
oviposicion, dando origen a las larvas (numeral 2),
las cuales a su vez pasan por 6—9 estadios larvales.
Estas permanecen adheridas a los sustratos y se
alimentan mediante filtracion de microorganismos
y materia orgénica en suspension en la columna de
agua. A las 2-3 semanas, se transforman en pupas
(3), y a los pocos dias, emergen los adultos (4). Las
especies tropicales se caracterizan por presentar varias
generaciones por afio. Posteriormente a la emergencia
del adulto a partir de la pupa, la hembra busca un
hospedador a fin de procurar una comida sanguinea.
La actividad de los simtlidos es diurna (desde el
amanecer hasta el atardecer), existiendo picos de
actividad a determinadas horas del dia dependientes
de la especie, estacion, condicion climatica, edad
fisiologica, la disponibilidad y localizacion de los
hospedadores, y la distancia de los asentamientos
humanos en relacién con los criaderos del vector.

30

El periodo gonadotréfico constituye el
intervalo de tiempo, usualmente entre 2—4 dias en
especies tropicales, entre dos comidas sanguineas
consecutivas, lo cual incluye la busqueda e ingesta de
sangre, la oviposicion, y la busqueda de la proxima
comida sanguinea. Una hembra puede sobrevivir
varios ciclos gonadotréficos durante su vida. En
promedio, la expectativa de vida del vector es de
aproximadamente 1-2 semanas, lo cual no debe
confundirse con la longevidad maxima que puede ser
hasta de 1-2 meses. Ya que el desarrollo del parasito
enel vector requiere de aproximadamente una semana,
una hembra que haya adquirido microfilarias durante
su primera comida sanguinea, podra transmitir larvas
infectantes durante su segunda, o mas probablemente,
su tercera comida sanguinea. De alli que mientras mas
longeva sea una hembra, mayor probabilidad tiene de
transmitir al parasito O. volvulus en caso de que lo
haya adquirido previamente.

ESPECIES VECTORAS DE ONCOCERCOSIS EN EL FOCO
AMAZONICO

Tres especies de simulidos estan
involucradas en la transmisién de oncocercosis en el
foco amazonico: Simulium guianense, S. incrustatum
y S. oyapockense. Estudios recientes han demostrado
que las variaciones en la distribucion espacial (altitud,
localidad, tipo de rio) y temporal (estacion) en las
actividades de picada de estas especies, asi como sus
contrastantes eficiencias vectoriales contribuyen de
manera diferencial a la exposicion y transmision de
O. volvulus en este foco (Basaiiez et al., 1988; Shelley
etal., 1997; Vivas-Martinez et al., 1998; Grillet et al.,
2001a).

Simulium guianense (Fig. 12) es mas
abundante durante las transiciones estacionales
(sequia-lluvia, lluvia-sequia) en las zonas de sabana
de altura de las areas hiperendémicas donde es el
principal vector de O. volvulus. Esta especie carece de
armadura cibarial, presenta un maximo de actividad
de picada hacia el final del dia, una relativa baja
densidad de picada (media = 40 picadas de hembras
para / persona /dia; intervalo = 4-350 moscas), pero
una alta competencia vectorial (Basafiez et al., 1995;
Grillet et al., 2001a).

S. incrustatum, con una competencia
vectorial intermedia debido a la presencia de armadura
cibarial, juega un papel importante en la transmision
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Fig. 12. Simulium guianense (a); larva L1 (b) y larva
L3 (c) de O. volvulus obtenidas por diseccion en
Sierra de Parima

de oncocercosis en niveles medios de altitud (zonas
hiperendémicas y mesoendémicas), principalmente
en el eje fluvial Ocamo-Putaco. En este eje fluvial,
la especie predomina durante la época de lluvia y
principios de la estacion seca, cuando la poblacion
adulta estd compuesta principalmente por hembras
paras (densidad de picada media = 180 hembras /
persona / dia; intervalo = 60-390 moscas) que pican
principalmente en la mafana (Grillet et al., 2005).

Finalmente, S. oyapockense es la especie
dominante en los bosques y valles fluviales
hipoendémicos de tierras bajas de la region del
Alto Orinoco, donde esta especic es altamente
antropofagica, picando casi todo el dia (densidad de
picada media = 1920 picadas / persona / dia; intervalo
=1500-3300), comportamiento que compensa su baja
competencia vectorial, producto, en parte, de poseer
una armadura cibarial bien desarrollada (Basanez et
al., 1988; Shelley et al., 1997; Vivas-Martinez et al.,
1998; Grillet et al., 2001a).

En la Tabla IV se observan algunos
resultados  correspondientes a  evaluaciones
entomologicas llevadas a cabo en localidades
centinelas seleccionadas en el marco del programa de
control de oncocercosis en el foco amazonico, con el
objetivo de determinar diversos indices o parametros
de transmision, a saber, tasas de paridad, tasas de
picada (TP), indices de infeccion (TIP) e infectividad
(TI), de las tres especies de simulidos. Simulium
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incrustatum prevalece en las localidades centinela
de Awei-theri y Pashopeka, mientras S. guianense
es la especie predominante en las de Coyowé-theri y
Niyayowé-theri. El porcentaje de moscas infectadas
con larvas de O. volvulus de cualquier estadio (tasa
de infeccion parasitaria) tiende a ser mas elevado en
S. guianense que en S. incrustatum y S. oyapockense.
Con excepcion de la pequeiia muestra de ejemplares
de S. oyapockense disecados para Pashopeka, el
porcentaje de moscas infectantes (tasa de infectividad,
con larvas L3), es mas elevado en S. guianense en
Coyowé-theri y Niyayowé-theri, que en el resto de
las especies. Las tasas de picada de S. oyapockense
son sumamente elevadas en las localidades de tierras
bajas (aproximadamente 2000 por persona por dia),
pero el nimero de L3 por mosca es bajo (0.0008). En
Coyowé-theri y Niyayowé-theri, el potencial anual de
transmision es de unas 2000 larvas L3 por persona
por afio. Entre estos dos extremos, se situarian las
localidades de Maweti, Pashopeka y Awei-theri, con
potenciales anuales de transmision oscilando entre
90 y 500. Las variaciones espaciales, estacionales, y
diarias en las tasas de picada de las hembras paras
de simulidos en el foco sur apuntan a que las tasas
de paridad, y presumiblemente de infectividad, son
mas elevadas en los meses de menor precipitacion
y de transicion entre las épocas de mayor y menor
pluviosidad (Grillet et al., 2001a).

INMUNOLOGIA

Los estudios sobre la respuesta del sistema
inmunologico de los individuos con oncocercosis
han aumentado la comprension de los mecanismos
involucrados tanto en la infeccion como en la
inmunopatologia de esta parasitosis (Pearlman
2003). La presencia de individuos aparentemente no
infectados pero si expuestos en areas de transmision
activa, ha sido citada como evidencia de la existencia
de putativos inmunes. Sin embargo, puede decirse
que no hay evidencia directa en favor de la existencia
de inmunidad protectora adquirida en la oncocercosis
(Bradley et al, 2005). Aquellos casos donde la
microfilarodermia continla aumentando con la edad,
tal como se observa en comunidades hiperendémicas
Yanomami (Fig. 6), podrian explicarse por niveles
de exposicion a los vectores que cambian con la
edad (Filipe et al, 2005), o por fendomenos de
inmunosupresion o inmunotolerancia.

a) Respuesta inmune humoral. La respuesta inmune
humoral (mediada por anticuerpos) no esta afectada,
y en aquellos individuos infectados con elevadas
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Tabla IV. indices entomolégicos pre-ivermectina en comunidades centinela del foco amazénico

) . No.
Localidad Afio  Especie Simulium  Totaldisecado Paf,'dad TIP(%) TI(%) TPdiaria TPanual L3/
y altura (%) mosca
'(\12\3(;“;: 1995  S. oyapockense 8.878 76% 016 0,01 1776 648.240 0,0008
é‘“é‘;'ﬁ)e” 11%%57' S. incrustatum 1.598 68% 150 000 521  190.341 -
Zis()h?n%eka 11%%;— S. incrustatum 1.414 50% 1,70 0,14 270 98.438  0,0014
G"é‘z’"‘n:‘)e” 19ey . oyapockense 573 61% 052 000 130 47506 -
'(Dzisohﬁf)e“a 1995  S. oyapockense 71 61% 1,41 1,41 25 9.052  0,0100
(%%%"nws 1952 s guianense 29.490 61% 607 037 669 244325 0,0073
gggy;\;ve 11%%27' S. guianense 4.742 71% 330 065 352 128480 0,141

1 Maweti-theri no es comunidad centinela del programa de control del foco sur pero se muestran datos por ser una localidad tipica de S. oyapockense, TIP =
tasa de infeccion parasitaria (con larvas de cualquier estadio); TI = tasa de infectividad (con larvas L3).

cargas microfilarianas, que sin embargo, aparentan ser
asintomaticos (condicion referida como oncocercosis
generalizada), la respuesta de anticuerpos especificos
muestra ser vigorosa (Ottesen 1995). En particular,
la clase de citoquinas y anticuerpos producidos por
dichos individuos frente a antigenos del parasito,
sugieren que la respuesta inmunologica esta
polarizada hacia lo que se conoce como el tipo TH2,
caracterizada por altos niveles de interleukinas IL-
4, IL-5 e IL-10, y de inmunoglobulinas 1gG4 e IgE.
También se incrementan los niveles de complejos
inmunoldgicos circulantes, cuyo papel es aun poco
conocido (Yarzabal et al., 1983; Bradley et al., 2005).
Estudios sobre el papel que juegan las diferentes
subclases de inmunoglobulinas (Ig) han identificado
la 1gG4 como un indicador de infeccion activa en
oncocercosis (Ogunrinade et al., 1992), tal como ha
sido demostrado en filariasis linfaticas. Sin embargo,
la IgG1 puede estar mas relacionada con un estado
de transmision actual en la comunidad; es decir, con
la exposicion de miembros de dicha comunidad a las
larvas infectantes del parasito (Bradley et al., 1993).

b) Respuesta inmune celular. En contraste a la
respuesta humoral, en los individuos con infeccion
patente, es decir, con microfilarias en piel, existe una
disminucién marcada de la respuesta inmune celular
(linfocitos) frente a los antigenos de O. volvulus,
que no se observa en individuos no infectados o
con infeccidon pre-patente (expuestos pero donde el
parasito no ha alcanzado su madurez reproductiva).
Las caracteristicas de la intradermoreaccion (luego
de la inyeccion subcutanea de antigenos parasitarios)
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sugieren que la respuesta de hipersensibilidad
retardada (mediada por células), esta asimismo
suprimida (Arango et al., 1983). Laobservacion de que
después de una dosis de tratamiento microfilaricida
con ivermectina la proliferacion celular se recupera
(Soboslay et al., 1992), sugiere que los antigenos
liberados por las microfilarias son los responsables
por la mayor parte de la depresion de la inmunidad
celular. El mecanismo mediante el cual la respuesta
inmune celular se encuentra afectada probablemente
involucra la interleukina-10 (Cooper et al., 1998). Los
individuos calificados como putativos inmunes, no
presentan depresion de lareaccion de hipersensibilidad
retardada, y demuestran una vigorosa proliferacion
celular frente a antigenos del parasito en comparacion
con aquellos con microfilarodermia. Asimismo,
exhiben bajos niveles de I1gG1, 1gG4, e IgE (Elson
et al., 1995), y por tanto se ha considerado que la
respuesta inmunologica de los putativos inmunes
esta, de alguna manera, polarizada hacia el tipo TH1.
Esta por demostrarse que esta respuesta protectora
sea innata o adquirida.

¢) La dicotomia TH1/TH2. La opinion prevaleciente
ha sido que existen dos poblaciones separadas de
linfocitos T-ayudadores, TH1 y TH2, las cuales se
regulan mutuamente de manera inhibitoria. Una
poblacion de células ganara a expensas de la otra,
con el resultado de que hay un desbalance en la
razén de TH1/TH2 en la mayoria de las infecciones
helminticas hacia el tipo TH2 de respuesta. Las células
TH1 son responsables principalmente de la respuesta
inmune mediada por células, mientras que las células
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TH2 elevan la produccion de IgE, 1gG4, y el nivel
de eosindfilos (Maizels & Yazdanbakhs, 2003). Sin
embargo, la descripcion de la anergia en oncocercosis
generalizada como un fenémeno meramente debido
a una polarizacion hacia TH2 es actualmente
considerada como una simplificacion. Por una parte,
investigaciones recientes han revelado la existencia
de respuestas de hipersensibilidad retardada de tipo
II, inducidas por reacciones dependientes de células
del tipo TH2, pero con presentacion clinica semejante
a la hipersensibilidad retardada clasica. Hasta ahora,
una respuesta normal de intradermoreaccion frente
a antigenos de O. volvulus habia sido interpretada
como una respuesta saludable del tipo THI1. Falta
por determinar si la hipersensibilidad retardada
en oncocercosis es mediada por TH1 o por TH2
(Hoerauf & Brattig, 2002). Por otra parte, la respuesta
de los putativos inmunes es en realidad una respuesta
mixta TH1/TH2, siendo interferén gamma (IFN-y) e
IL-5 las citoquinas predominantes entre los putativos
inmunes. Los niveles de IgG3 también estan elevados
en los putativos inmunes en comparaciéon con los
individuos que padecen oncocercosis generalizada.
Sin embargo, la relacion entre IgG3 y TH1 no ha sido
documentada. No estd claro como una respuesta del
tipo TH1 puede explicar inmunidad contra las larvas
L3, el estadio contra el cual los putativos inmunes
estarian reaccionando mas vigorosamente. Modelos
animales sugieren la mediacion de TH2 frente
antigenos de larvas infectantes (Hoerauf & Brattig,
2002).

d) El papel de las células T-reguladoras. Otra linea
de evidencia contra la mera dicotomia THI1/TH2
es el hecho de que luego de terapia microfilaricida
con ivermectina, la recuperacion de la proliferacion
celular mencionada anteriormente incrementa tanto
la respuesta TH1 como la TH2, en lugar de inducir
una simple cambio hacia TH1. En individuos con
oncocercosis generalizada, el tratamiento con
ivermectina también conduce a una reduccion
significativa de los niveles de IL-10. Se requiere
ademas, de la neutralizacion de otra citoquina
inmunosupresora, como el factor transformador de
crecimiento celular beta (TGF-B).

La explicacion de estas observaciones
yaceria en que en realidad, existe una tercera rama de
células T-ayudadoras, la cual estd asociada con la hipo-
proliferacion celular ante antigenos parasitarios y que
a su vez puede suprimir tanto la respuesta de tipo TH1
como TH2. Tanto la interleukina IL-10 como el TGF-
B son producidas por células T-reguladoras (Doetze
et al., 2000). Se ha sugerido, en consecuencia, que la

Vol. XLVII, N° 1, Enero-Julio, 2007

Vivas-Martinez S. et al.

respuesta inmunosupresora en oncocercosis cronica
sea definida en términos de TH3/Trl (linfocitos T-
ayudadores de tipo 3 o linfocitos reguladores de
tipo 1), a fin de subrayar que la inmunodepresion
observada en infecciones por helmintos requiere de
un tercer tipo de respuesta, no-TH1 / no-TH2. La
Fig. 13 resume el nuevo modelo de balance entre los
mecanismos inmunoldgicos supresores y efectores
en la oncocercosis. Como apuntamos anteriormente,
la presencia de microfilarias es esencial para el
mantenimiento de la inmunosupresion, ya que el
tratamiento con ivermectina restablece la habilidad de
montar una respuesta efectora que vuelve a suprimirse
a medida que las microfilarias recolonizan la piel.

De una importancia ain mayor para la
comprension de la interaccion entre la infeccion por O.
volvulus y otros parasitos y patdgenos, es la pregunta
de si la respuesta celular, alterada por la oncocercosis,
también estd suprimida frente a otros antigenos.
Esto conduciria a un estado de inmunodepresion
generalizada que dejaria a los individuos con
oncocercosis mas susceptibles a otras infecciones,

Fig. 13. Modelo del balance entre mecanismos
efectores y supresores enlarespuestainmunolégica
frente a la oncocercosis (Hoerauf & Brattig 2002)

(a) Oncocercosis generalizada

Mecanismos Mecanismos

supresores efectores
IL-2
IL-4
TANE  ox
IL-13
IL-10 1 3T
TGF-B

(b) Individuos inmunes putativos
e hiper-reactivos (Sowda)

Mecanismos Mecanismos

supresores efectores
IL-10
TGF-f
T, 31 IL-2

(IFN-y)
IL-4
IL-5
IL-13

T M2

En la oncocercosis generalizada (a), los mecanismos efectores dependientes
de TH1 y TH2 estan deprimidos por IL-10 y TGF-beta; se encuentran
células T-reguladoras (Tr) especificas para O. volvulus. En los individuos
putativamente inmunes (y en pacientes con la forma hiper-reactiva de
Sowda) (b), prevalecen los mecanismos efectores dependientes de TH1 y
TH2, conduciendo al ataque inmunoldgico dirigido hacia larvas L3 (en los
inmunes putativos) o microfilarias (pacientes con Sowda). IL: interleukina;
IFN-y: interferon gamma; TH: células T-ayudadoras; Trl: células T-
reguladoras; TGF-p: factor de transformacion de crecimiento celular beta.
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o incapaces de seroconvertir exitosamente luego de
ser vacunados. Una respuesta disminuida tanto en lo
celular como en lo humoral frente a la vacunacion con
el toxoide tetanico se ha observado en pacientes con
oncocercosis (Cooper et al., 1998), pero la respuesta
humoral permanece inalterada frente a la vacunacion
contra la rubéola, o con el bacilo de Calmette-Guérin
(BCG) contra la tuberculosis (Kilian & Nielsen
1989).

TRATAMIENTO Y CONTROL
PERCEPCION DEL PROBLEMA POR LOS Y ANOMAMI

La percepcion de la enfermedad es un
aspecto complejo, en particular cuando se trata de un
pueblo indigena como el Yanomami, que permanecio
relativamente aislado hasta hace poco tiempo. Son
diversas la investigaciones antropoldgicas realizadas
en el ambito de salud de las comunidades Yanomami,
tanto en Brasil como en Venezuela. Se expondra aqui
el andlisis realizado por Lizot (2001), por referirse
en su ensayo de manera particular a la oncocercosis
y a los pueblos indigenas Yanomami que habitan la
region del Alto Orinoco. De acuerdo con este autor,
las interpretaciones Yanomami asociadas con los
sintomas de la oncocercosis, estan ubicadas en la
teoria general de las enfermedades elaborada por ellos.
Segun dicha teoria, las enfermedades tienen causas
sobrenaturales o magicas y sélo los shamanes son
capaces de tratarlas en un contexto tradicional (Lizot,
2001). Sin embargo, de acuerdo a la teoria Yanomami
sobre el origen de las enfermedades, la accion del
médico occidental y la del shaman Yanomami no
entran en conflicto, son complementarias. Este
elemento es de gran importancia para la concepcion e
implementacion de acciones encaminadas a mejorar
la salud del pueblo Yanomami.

Para Lizot, los sintomas asociados con la
oncocercosis no se ubican, sino de manera aislada,
en el sistema de representaciones del sistema salud-
enfermedad de los Yanomami. Este autor sefiala,
que a pesar de que los Yanomami no tienen un
vocablo para designar la oncocercosis, poseen una
interpretacion parcial para cada uno de los sintomas
correspondientes, que no estan asociados entre si.
También poseen vocablos especificos para designar
no solo a los jejenes vectores en general, sino a las
distintas especies en particular (como se describid
anteriormente), aunque estas descripciones no se
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asocian, obviamente, a la presencia de la enfermedad.
En el caso de los nddulos, éstos se designan con un
término genérico no especifico. En la parte del foco
amazonico que corresponde a Venezuela, se utiliza
la palabra shimokore, que designa tumoraciones
de tamafio pequefio. En Brasil y en Parima, se
ha referido el uso del término 6rd, que designa
“chichones” o quistes de mayor tamaiio que el de los
ndédulos oncocercodsicos. A pesar de que los nodulos
son considerados manifestaciones benignas y los
Yanomami no tienen explicacion alguna acerca de
sus causas, son motivo de vergiienza para los sujetos
portadores de los mismos (Lizot, 2001).

Con respecto a ciertos efectos visibles de
la oncocercosis, como el aspecto apergaminado de
la piel y las lesiones que aparecen en estadios mas
avanzados de la enfermedad, estas son interpretadas
como consecuencia del uso de héri, el cual es un
término genérico que agrupa la utilizacion de una gran
variedad de sustancias magicas que afectan la salud de
la persona que es victima del ataque shamanico. Lizot
afirma que sélo dos substancias se pueden relacionar
con la oncocercosis: el uso del kramosi y el uso del
nashi kosiki. El kramosi se refiere a las escamas de
una mariposa nocturna (polilla), y el nashi kosiki es
una planta no identificada. En relacion con el prurito
0 picazon caracteristicos de la oncocercosis, los
Yanomami usan el nombre genérico de shihiti, usado
para todas las irritaciones cutaneas que provocan
picazon, pero que nunca se atribuyen al uso del /éri
(Lizot, 2001).

METODOS PARA EL CONTROL Y ELIMINACION DE LA
ONCOCERCOSIS

Control por nodulectomia

Entre las medidas usadas contra el parasito,
se encuentra la nodulectomia, que consiste en
remover los nddulos, particularmente de la cabeza.
Se considera una estrategia para el tratamiento de los
individuos infectados, ya que los gusanos contenidos
en ellos pueden producir altas concentraciones de
microfilarias cerca de los ojos, incrementando el
riesgo de lesiones oculares (Fuglsang & Anderson,
1977). Esta observacion, origind la creacion de las
brigadas de nodulectomias desde el afio 1928 en
Guatemala y México, las cuales siguen siendo un
componente importante de las campanas de control en
estos paises. Sin embargo, la nodulectomia aislada, se
considera insuficiente como estrategia efectiva porque
solo una proporcion de los gusanos adultos vive en
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nédulos palpables. El impacto de estas campaiias en
la transmision ha sido controversial y se ha planteado
la necesidad de su evaluacion a través de estudios
epidemiologicos. El uso de modelos matematicos ha
permitido analizar su beneficio cuando se aplica en
conjunto con la distribucion de ivermectina (Basaiiez
& Ricardez-Esquinca, 2001).

Control de vectores

Las medidas de control vectorial estan
dirigidas basicamente a las larvas de Simulium. En
Africa occidental el programa de control, iniciado en
1975 y concluido en el 2002, se baso principalmente
en la aplicacion aérea semanal de insecticidas sobre
los criaderos de Simulium damnosum. Este programa
logré reducir la transmision a casi cero en 90% de
area endémicas de sabana (unos 600.000 km2). En las
areas selvaticas el impacto fue mas limitado (Davies
1994). En América Latina, el control vectorial ha sido
intentado en Guatemala; este fue llevado a cabo en un
area de 93.1 km2 durante un periodo de seis afios y
las tasas de picada de S. ochraceum fueron reducidas
a menos de 2/persona/hora (Ochoa et al, 1997). A
pesar de esto, se han sefialado los altos costos de las
operaciones y su impracticabilidad en areas donde las
comunidades se encuentran dispersas en pendientes
empinadas. En las areas de selva de América del Sur,
los métodos larvicidas no son practicos por el costo
que implica su uso tanto en los grandes rios, como
en los mas pequefios, numerosos e inaccesibles rios
cerca de comunidades que se encuentran dispersas en
la selva.

Control por quimioterapia

a) Dietilcarbamazina y suramina: limitaciones para
su uso. Los agentes quimio-terapéuticos disponibles
hasta finales de la década de los ochenta fueron
la dietilcarbamazina (DEC) y la suramina sodica,
siendo la primera una droga microfilaricida y la
segunda de accion macrofilaricida. Las limitaciones
asociadas con el régimen de tratamiento, y los efectos
secundarios severos que su administracién provoca,
impidieron continuar con el uso de estas drogas en
campaias masivas de control de la oncocercosis. En
la actualidad la droga de eleccion para el tratamiento
comunitario es la ivermectina.

b) Ivermectina: efecto sobre la morbilidad y
la transmision. La ivermectina es una lactona
macrociclica que causa paralisis en muchos nematodos
y artropodos. Fue usada en el area de salud veterinaria
por muchos afios hasta que en 1982, se demostrd que
era efectiva en la oncocercosis humana (Aziz et al.,
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1982), y finalmente fue incluida en programas de
control a gran escala a partir de 1988. La ivermectina
mata las microfilarias en piel y evita su liberacion
del utero de la hembra adulta. A dosis orales de 150
ug/kg de peso la droga es segura y reduce el nimero
de microfilarias a niveles muy bajos por al menos un
afio con reacciones oftalmoldgicas minimas (Dadzie
et al, 1987). Los criterios de exclusion para la
administracion de ivermectina (recomendados por los
fabricantes) incluyen: mujeres embarazadas, mujeres
amamantando en la primera semana después del parto,
nifios menores de cinco afios o con menos de 15 kg
de peso y personas en malas condiciones de salud o
con enfermedades del sistema nervioso central (Goa,
1991). Los efectos adversos reportados con mayor
frecuencia después de las primeras administraciones
de ivermectina son reacciones cutaneas, incluyendo
prurito, dolores musculo-esqueléticos, fiebre, edema
de cara, articulaciones y miembros, dolores de cabeza
y vértigo, linfadenopatia, y reacciones oculares, asi
como, en raras ocasiones, hipotension postural. Estos
efectos son normalmente leves y autolimitados (Zea-
Flores et al., 1992).

La distribucion masiva de ivermectina es
la estrategia de intervencion fundamental dentro
de los programas de control actuales, por lo que es
importante discutir la evidencia de su efecto sobre la
morbilidad y la transmision de la oncocercosis para el
logro de los objetivos de la iniciativa regional.

Con respecto a la morbilidad ocular, el
tratamiento con ivermectina ha resultado en la
regresion de lesiones tempranas y avanzadas del
segmento anterior del ojo, mientras su impacto
sobre las lesiones del segmento posterior es menos
marcado (Ejere et al., 2005). A pesar de que se ha
reportado mejoria de la agudeza visual en estudios
longitudinales (Emukah et al., 2004), no existe todavia
evidencia sobre cambios significativos en la misma en
ensayos clinicos controlados (Ejere et al., 2005). En
relacion con su efecto sobre las lesiones de piel y el
prurito asociado, la evidencia no es concluyente. No
obstante, hay estudios que demuestran una reduccion
en la prevalencia y severidad de los signos agudos,
principalmente erupciones papulares (Brieger et al.,
1998). También se ha reportado disminucion de la
severidad de signos cronicos como liquenificacion,
atrofia e incluso ingle colgante (Burnham, 1995).
Actualmente, se reconoce que la estrategia de control
con ivermectina ha tenido un impacto beneficioso
en las comunidades en términos de la morbilidad
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asociada a oncocercosis (Tielsh & Beeche, 2004). Ya
que la ivermectina es principalmente microfilaricida,
se espera, después de tratamientos regulares, un
impacto importante sobre la capacidad del reservorio
humano de microfilarias de infectar al vector.

La evidencia mas convincente acerca del impacto de
la ivermectina sobre la transmision procede de los
estudios hechos en Guatemala, donde se demostrd
la reduccion en el potencial de transmision en
ciertas localidades, y en Ecuador donde se demostrd
interrupcion de la transmision. Estos estudios indican
quesilacoberturadelapoblacion es alta; el tratamiento
se distribuye dos veces por ano; el area tratada es
grande, y el vector es relativamente poco eficiente
(ej. S. ochraceum en Guatemala y S. quadrivittatum
en Ecuador), entonces la ivermectina puede reducir
la transmision efectivamente (Collins et al., 1992;
Cupp et al., 1992; Guderian ef al., 1997). Aun cuando
las coberturas sean bajas (ej. 30%), la reduccion en
el reservorio de microfilarias ha resultado en una
reduccion proporcional en la intensidad de transmision
por S. damnosum (Chavasse et al., 1995), si bien no
en su interrupcion. La disminucion de la poblacion
de microfilarias de O. volvulus en areas tratadas
repetidamente con ivermectina, puede explicarse por
el efecto microfilaricida de la droga, reforzado por el
efecto acumulativo que dosis repetidas tienen sobre la
fecundidad de las hembras adultas (Duke et al., 1991).
También se ha demostrado, que se logra una reduccion
notable en la prevalencia e intensidad de microfilarias
en nifios no tratados, a pesar de coberturas promedio
por debajo de 60% y alta competencia de vectores
locales (Boussinesq et al., 1997).

La revision y analisis de datos después de
10-12 afos de tratamiento masivo con ivermectina
en Africa occidental, demuestra que si bien esta
intervencion ha sido exitosa para eliminar la
oncocercosis como problema de salud publica, no
conducirdalaeliminaciondelatransmision (Borsboom
et al., 2003). En América Latina, la efectividad de
la ivermectina en la interrupcion de la transmision
dependera del nivel de endemicidad inicial en el
foco y de la competencia y capacidad vectorial de los
simulidos responsables por la transmision, entre otros
factores. Por ejemplo, en el foco amazonico se prevé
que la distribucion bianual de ivermectina tenga un
mayor impacto sobre la transmision en aquellas areas
donde predomina S. oyapockense que en aquellas
donde prevalezca S. guianense. Estos argumentos
entomoldgicos, sin embargo, no consideran Ia
posibilidad de un efecto pronunciado del tratamiento
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sobre la biologia reproductiva del pardsito que
redunde en una alta proporcion de vermes hembra
no fecundadas o incapaces de producir microfilarias
(Cupp et al., 2004).

Aparte de su uso para controlar Ia
oncocercosis, la ivermectina tiene otros beneficios
como el efecto sobre los helmintos intestinales, en
particular Ascaris lumbricoides y Strongyloides.
Este efecto es de importancia en los programas de
control ya que la expulsién de gusanos es uno de los
beneficios percibidos con mayor frecuencia por las
comunidades. La ivermectina también tiene efecto
sobre ciertas ectoparasitosis como la escabiosis y
pediculosis (Tielsh & Beeche, 2004).

IMPLEMENTACION DEL CONTROL DE LA ONCOCERCOSIS EN
EL FOCO AMAZONICO

El programa de Eliminacion de la Oncocercosis en
las Américas (OEPA)

Sobre la base de la disponibilidad de
ivermectina en forma gratuita (donada bajo la marca
de Mectizan® por Merck & Co.), la posibilidad de
eliminacion de la oncocercosis en algunos focos, y
el apoyo financiero internacional, la Conferencia
Interamericana de Oncocercosis (IACO) urgio, en
1991, a la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) y a los ministros de salud de los paises
endémicos de la region a proveer la droga a las
poblaciones a riesgo de infeccion. A partir de ese
momento, se crea la OEPA y bajo sus auspicios se
desarrollan y/o fortalecen los programas de control en
los seis paises endémicos. El objetivo primordial de la
OEPA es el de la eliminacién de la enfermedad como
problema de salud publica, y la extincion local del
parasito en focos especificos (Blanks ef al., 1998).

Para alcanzar estos objetivos, la estrategia
actual es la distribucion comunitaria de ivermectina
dos veces por afio con una cobertura no inferior al 85%
de poblacion elegible y por un periodo estimado en
14 afios, el cual corresponde a la suma de la duracion
promedio de la vida reproductiva de la hembra adulta
de O. volvulus més la longevidad de las microfilarias.
Algunos autores han sefialado que este periodo podria
acortarse si aplicaciones repetidas del farmaco tienen
una accion macrofilariciday embriostatica irreversible
(Cupp et al., 2004).

Control de la oncocercosis en el foco amazonico
En Venezuela, el Programa Nacional de
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Eliminacion de Oncocercosis, dirigido tanto a los
focos del norte como al foco sur, sigue los lineamientos
estratégicos de la OEPA y los componentes
programaticos son desarrollados de acuerdo a las
caracteristicas epidemiologicas propias de cada uno
de los focos.

Durante comienzos de la década de los
noventa, y especificamente durante 1992 el CAICET
comenz6 la coordinacion de la administracion de
ivermectina en las comunidades hiperendémicas de
Niyayowé-theri (area de Parima B), y Coyowé-theri
(area de Orinoquito), y sus alrededores. Desde 1995,
y con el fin de conocer la verdadera extension del
foco sur y estratificar el area en zonas de distintos
niveles de endemicidad, se realizaron evaluaciones
epidemiologicas cubriendo gradientes altitudinales
y ecologicos a lo largo de los rios de las cuencas
del Siapa, Ocamo-Putaco, Orinoco-Orinoquito,
Padamo y Mavaca. A partir del afio 2000 se inici6 la
distribucion de ivermectina en un mayor niamero de
comunidades. Sin embargo, no es sino hasta el 2004
que la distribucién de ivermectina re realiza a una
mayor escala. Desde entonces y hasta la fecha, OEPA
ha apoyado financieramente la implementacion del
Programa Nacional de Eliminacion de la Oncocercosis
en el foco Sur de Venezuela.

El organigrama funcional actual del
programa, establece la existencia de una Comision
Nacional de Control de la Oncocercosis (integrada
por representantes del Ministerio de Salud (MS), OPS,
Instituto de Biomedicina y CAICET) dependiente
del MS. El programa del foco sur es coordinado por
el CAICET, en estrecha relacion con la Direccion
Regional de Salud del Estado Amazonas, el Plan
de Salud Yanomami y el Distrito Sanitario del Alto
Orinoco, que se responsabilizan de la distribucion
de ivermectina a través de la red ambulatoria. Los
componentes programaticos implementados en el
foco sur se reseflan a continuacion.

a) Evaluaciones epidemiolédgicas rapidas. Tienen
como proposito la estratificacion del area endémica,
realizadas en comunidades sospechosas con la
finalidad de conocer su nivel de endemicidad. En el
foco sur estan dirigidas al grupo indicador, compuesto
por las personas mayores de 15 afos de edad presentes
en la comunidad (Vivas Martinez et al, 2000b). El
diagnéstico se realiza mediante biopsias de piel. Al
término de la evaluacion la comunidad se clasifica,
de acuerdo a su prevalencia, en un determinado
nivel de endemicidad siguiendo los criterios de la
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OEPA (OEPA 1996). La poblacion total Yanomami
comprende mas de 200 comunidades en el foco sur
de Venezuela. La poblacion blanco a ser tratada
se estima en unas 6.700 personas, con unas 5.300
personas adicionales que habitan en areas lejanas de
dificil acceso y que por ahora no estan incorporadas
al programa. La estratificacion epidemiologica
realizada hasta el momento, arroja 115 comunidades
endémicas para una poblacion total censada de 5.542
personas y una poblacion elegible de 5.125. De las
115 comunidades clasificadas como endémicas 64
habian sido consideradas sospechosas, confirmandose
su condicién de endémicas por biopsia cutanea. El
resto fueron evaluadas por mapeo epidemioldgico
rapido usando inicialmente como indicador la altitud
y mas recientemente un Sistema de Informacion
Geografica. Como se describid en la seccion 2.3 un
60% de las comunidades son hiperendémicas. La
estratificacion del foco atun requiere ser completada,
pero la delimitacion de areas de riesgo hace suponer
que la mayoria de las comunidades en esa area seran
hiperendémicas.

b) Distribucion masiva de ivermectina. Constituye
la estrategia de intervencion del programa de
eliminacion. Se trata con ivermectina, cada 6 meses,
a todas aquellas personas elegibles que viven en
areas endémicas. Durante la distribucion deben
seguirse los criterios de exclusion del medicamento
(seccion 7.2.3b). El uso de ivermectina esta asociado
a una moderada reaccion secundaria (reaccion de
Mazzotti) en aproximadamente 10% a 30% de las
personas tratadas por primera vez. Esta ocurre entre
los dos o tres primeros dias después del tratamiento
y se resuelve espontaneamente en el mayor niimero
de los casos (Zea-Flores et al, 1992). Los efectos
pueden tratarse con la administracion simultanea de
medicamentos esteroideos o antihistaminicos. Los
datos del programa del foco sur muestran que desde
el afio 1992 se han distribuido 29.301 tratamientos,
alcanzandose las cifras de cobertura mas altas en el
afio 2004 con 57,8% de cobertura sobre la poblacion
elegible para tratamiento, abarcando al 61,74% de las
comunidades endémicas, pero s6lo a 27,8% de ellas
con coberturas superiores al 85%.

c) Evaluaciones epidemiologicas en profundidad
(EEP). Se realizan en un niimero determinado de
comunidades generalmente hiperendémicas, llamadas
centinelas, que van a ser objeto de seguimiento
longitudinal durante el programa y en las cuales se
recolecta regularmente informacién sobre indicadores
oftalmologicos (tasas de prevalencia de morbilidad
ocular, ver seccion 3.2), parasitologicos (tasas de

37



La oncocercosis humana en el foco amazénico

prevalenciaeintensidad de infeccion) y entomologicos
(tasas de picada, de infeccion, y de infectividad de
los simulidos con larvas de O. volvulus para medir
el potencial de transmision) que seran usados como
indicadores para medir el impacto del tratamiento
con ivermectina. Las EEP deben realizarse antes
del tratamiento, a los dos afios y posteriormente a
intervalos de cuatro afos y estan dirigidas a todos los
grupos de edad.

En el foco sur fueron seleccionadas 8
comunidades centinelas: Hasupiwei-theri, Pashopeka-
theri, Awei-theri, Coyowé-theri, Niyayowé-theri,
Matoa-theri, Fubalema-theri (hoy denominada
Wabharafita) y Shiauca-theri. Se han realizado EEP
en dos ocasiones, en 1998 y en 2001. También se
cuenta con informacion basal de las comunidades de
Sierra Parima del afio 1981 (Yarzabal et al., 1985a).
Las comunidades centinela en el foco sur, muestran
prevalencias de infeccion por microfilarias entre 63%
y 84%, y cargas microfilarianas comunitarias (CMFL)
ente 7 y 45 mf/biopsia. A pesar que la mayoria de

las coberturas comunitarias no han alcanzado aun la
meta fijada de 85% de la poblacion elegible, se ha
observado un impacto importante sobre la prevalencia
e intensidad de la oncocercosis. En Niyayowé-theri
por ejemplo, la prevalencia de microfilarias disminuyo
desde un 74% en 1981, hasta un 60% en 1998, y
hasta un 20% en 2001 para una reduccion porcentual
total del 73% luego de 8 rondas de tratamiento; el
promedio aritmético de microfilarias por biopsia de
piel (en todas las edades) se redujo en un 94% (Fig. 14).
d) Componentes de informacion y educacion para la
salud. El sistema de informacion resulta clave para
el seguimiento de las actividades desarrolladas por
el programa. Este incluye la creacion del SIG. El
segundo componente es el de educacion para la salud,
el cual se ha desarrollado a partir de las necesidades
locales. En el foco sur las actividades estan dirigidas
a la formacion de personal profesional, técnico, y
a capacitacion de agentes de salud, que incluye un
componente especifico de entrenamiento de auxiliares
de medicina simplificada Yanomami. Ademas se han
producidos sobre la oncocercosis y las actividades del
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Fig. 14. El impacto de tratamiento con ivermectina sobre la prevalencia de microfilarias en piel (barras
azules), el promedio aritmético microfilariano en todas las edades (barras rojas), la prevalencia
de lesiones oculares (barras verdes), la prevalencia de queratitis punteada (barras amarillas), y la
prevalencia de microfilarias en camara anterior del ojo (barras blancas) en la comunidad centinela de

Niyayowé-theri, foco sur de Venezuela.
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programa como material educativo para el personal
de salud.

DIRECCIONES FUTURAS
Epidemiologia

En la implementacién del programa del
foco sur, el SIG debera jugar un papel de importancia
creciente, no s6lo para completar la estratificacion
de comunidades y producir mapas de riesgo, sino
también para monitorear los cambios de endemicidad
en el tiempo y en el espacio que resulten de la
estrategia de intervencion, y de la movilidad propia
de los Yanomami. En la identificacion de las areas
de riesgo sera crucial localizar los criaderos de las
principales especies de simulidos vectores, y en
particular los de S. guianense, asi como el rango de
vuelo y los patrones de dispersion y migracion de
esta especie. La movilidad tanto de humanos como de
vectores es un componente fundamental asociado a la
transmision y su control. La cuantificacion de estos
componentes constituyen insumos para el modelaje
matematico de la biologia poblacional del parasito y
para predecir la duracion de los programas (Winnen
etal., 2002).

Los sistemas de vigilancia epidemioldgica
requeriran del monitoreo de poblaciéon no tratada (a
fin de estimar el beneficio comunitario indirecto de las
medidas de control, o la contribucién a la transmision
de estas personas), y en particular de la medicion de
la incidencia (aparicion de nuevos casos) en nifios < 5
afios. Para esto se requiere de métodos que permitan
detectar infecciones tempranas y pre-patentes, por lo
que el desarrollo de pruebas basadas en la deteccion
de antigenos parasitarios es una de las metas de la
iniciativa regional. Idealmente, estas pruebas deberan
ser poco invasivas y de lectura directa en el campo, tal
como las tarjetas inmunocromatograficas (Weil et al.,
2000). Se ha postulado que la utilizacion de moscas
(nuliparas) en pruebas de xenodiagndstico (donde se
alimenta a los vectores sobre personas que se sospecha
estén infectadas) podria facilitar la identificacion
de personas que continian contribuyendo a Ia
transmision en areas tratadas, en las cuales la biopsia
cutanea ha perdido sensibilidad o no es bien recibida
(Davies et al., 1997).

Como parte del sistema de vigilancia
epidemioldgica es recomendable establecer un
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banco de muestras parasitologicas en las que puedan
detectarse cambios genéticos en la poblacion del
parasito como producto de presiones selectivas por el
tratamiento con ivermectina, cuando haya marcadores
confiables de dicha seleccion.

Control

En relacion a las nuevas terapias que se
piensa puedan usarse en conjuncion o en reemplazo de
la ivermectina, y a falta de una droga macrofilaricida
eficaz y segura para tratamiento masivo, estan la
moxidectina, y la terapia antibidtica contra las
ricketsias (Wolbachia) endosimbidticas del parasito.
La moxidectina ejerce un efecto microfilaricida mas
pronunciado y prolongado que el de la ivermectina,
y podria usarse en areas sin tratamiento previo a
fin de lograr interrumpir la transmisiéon en un plazo
mas corto. Sin embargo, se prevé, que debido a
la semejanza de su estructura quimica con la de
la ivermectina, no constituira una alternativa de
tratamiento en caso de detectarse resistencia. La
terapia antibidtica se basa en el hecho, recientemente
investigado, de que las bacterias endosimbidticas
participan en la actividad reproductiva y longevidad
del parasito, las cuales se ven seriamente afectadas al
eliminar dichas ricketsias. Sin embargo, los regimenes
de tratamiento son prolongados (6 semanas con 100
mg diarios de doxiciclina), y se estima que su mayor
utilidad sera en las etapas finales de los programas, a
fines de eliminar los ultimos vestigios de infeccion
en individuos que puedan identificarse y tratarse
selectivamente (Hoerauf et al., 2003).
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Human onchocerciasis in the Amazonian
focus

SUMMARY

In this article we describe human
onchocerciasis affecting Yanomami people in the
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Amazonian focus of southern Venezuela and review
recent knowledge about the disease and its control.
The epidemiology of this parasitic infection (caused
by Onchocerca volvulus and transmitted by Simulium
vectors), is highly dependent on the environmental
and entomological characteristics prevalent in the
region, which are in turn determined by altitudinal,
vegetational and geological gradients. Similarly,
sociocultural and demographic characteristics of
the Yanomami people play an important roll in
the exposure to the vector and the transmission
levels of the parasite. Communities with higher
infection intensity and transmission (hyperendemic)
are located at higher altitudes, characterized by
high parasite burden, ocular and dermatological
lesions, and additionally a deep suppression of the
immunological response to parasite antigens. The
proportion of hyperendemic communities reaches
60% of communities stratified so far; however,
risk maps using geographical information systems
suggest that this proportion may be higher. The
onchocerciasis elimination programme is based on
mass ivermectin distribution twice a year to at least
85% of the eligible population. Despite difficulties in
achieving this goal, mainly caused by the remoteness
of the communities, the impact of several rounds of
treatment is an improvement on the parasitological
and clinical indicators in the Yanomami population
included in the programme. Finally, we discuss recent
guidelines of epidemiological surveillances of the
disease and describe new therapeutical approaches
for onchocerciasis control.

Key Words: onchocerciasis, Venezuela, Amazon,
yanomami, epidemiology, control programme.
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INTRODUCCION

De los 9 casos de fascioliasis humana registrados en Venezuela, 4 han sido publicados en
los ultimos 10 afos, siendo 2 de éstos procedentes de la regiéon andina. El riesgo de endemicidad
frecuente en bovinos y la condicion clinica de una nifia de 14 afios, con malestar abdominal, vomitos,
eosinofilia y antecedentes de ingestion abundante de berros, motivo realizar un estudio en su lugar
de procedencia (Timotes, Edo. Mérida), para conocer la exposicién de la comunidad al riesgo de
infeccion. Se evaluaron 65 personas, a quienes se les realizé historia clinica, con consentimiento
previa informacioén, toma de muestras de sangre, examenes de heces (n=37) y ecografia abdominal
(n=33). Se practico ELISA con extracto soluble de adultos de Fasciola hepatica (ELISA-AFhES),
resultando 9 personas positivas. Se practicéd “Western blot” (WB) a todos los sueros positivos en
ELISA, de los cuales 5 reconocieron moléculas especificas de 9, 14, 27 y 65 kDa, lo que constituye
un patrén de positividad al WB. Los cuatro sueros restantes, con débil reactividad al ELISA, no
reconocieron estas moléculas. Por estudios coproldgicos se encontraron Entamoeba coli, Entamoeba
histolytica/dispar, Blastocystis hominis, Giardia lamblia, Endolimax nanay Ascaris lumbricoides. Tres
de las 5 personas positivas por ELISA-AFhES y WB-AFhES resultaron con huevos de Fasciola
hepatica en las heces. Los 5 casos positivos corresponden a nifias de una familia, todas hermanas,
cuyos padres resultaron sin infeccion, a pesar de que todos ingieren berros y ensaladas con productos
de la region. El presente estudio constituye el primer reporte de transmision a humanos en una
poblacién de un area bien delimitada en la regiéon andina venezolana.

Palabras claves: fascioliasis, Venezuela., ELISA, “Western blot”.

incremento en prevalencia e intensidad, por la gran
capacidad de colonizacién de su agente causal y

La fascioliasis es una enfermedad parasitaria
causada principalmente por Fasciola hepatica,
la cual afecta humanos y animales herbivoros,
distribuida en Europa, Africa, América y Oceania y
por Fasciola gigantica en Africa y Asia. Actualmente
esta parasi-tosis presenta un alto grado de expansion
constituyéndose en una patologia emergente y re-
emergente en muchos paises y presentando un
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especies de vectores (Mas-Coma, 2004; 2005). Por
otra parte, cuando la fascioliasis afecta bovinos,
ocasiona pérdidas considerables en la industria
pecuaria y alimenticia (Fredes, 2004). En algunos
paises constituye un verdadero problema de salud
publica en humanos, reportandose casos en los 5
continentes en areas endémicas con rangos que van
desde hipo a hiperendémicas (Mas-Coma et al.,
1999a; Mas-Coma, 2005). Una de las caracteristicas
epidemioldgicas singulares de la fascioliasis es su
presencia en regiones de elevada altitud (Mas-Coma
et al., 2005), como es el caso del Altiplano Boliviano,
descrito como un area de hiperendemicidad en
humanos (Mas-Coma et al., 1999b; Esteban et al.,
1999; Mas-Coma, 2005).



Fascioliasis humana en Venezuela

El diagnostico de la fascioliasis usualmente
se basa en el hallazgo fortuito de los huevos del
parasito en las heces. El diagnostico coprologico es de
baja sensibilidad, debido a que en la fase prepatente
de infeccion, el helminto se encuentra en forma
inmadura y en fase cronica la excrecion de huevos
es escasa e intermitente (Espino et al., 2000). Las
dificultades para lograr el diagnostico parasitologico
justifican la utilizacion de métodos inmunoldgicos
para evidenciar la enfermedad en el hombre y los
animales (Colmenares et al., 2003).

Los métodos indirectos de diagnostico
como son las imagenes obtenidas por radiografia,
ultrasonido convencional y endoscdpico, tomografia
computarizada 6 resonancia magnética nuclear,
permiten encontrar hepatomegalias y otras imagenes
utiles para mantener el diagndstico y darle soporte
al seguimiento de la enfermedad (Fredes, 2004;
Zali et al., 2004). Sin embargo, estos examenes
resultan costosos y algunas veces inaccesibles a las
poblaciones de bajos recursos.

El primer reporte en Venezuela data de 1910
(Risquez 1929), luego del cual se han detectado solo
8 mas (Risquez, 1929; Barroeta, 1911; Rodriguez &
Gonzalez, 1975; Abdul-Hadi et al., 1996; Scorza et
al., 1999; Incani et al., 2002; Alarcon de Noya et al.,
20006), perteneciendo dos de ellos a la region andina.

Los casos de fascioliasis en Venezuela,
se han presentado de manera esporadica como
consecuencia del hallazgo de adultos del parasito
en procedimientos imagenoldgicos o quirlirgicos,
como también de huevos en higado o heces por
analisis histopatologicos o coproparasitologicos. Al
disponer del diagnostico inmunolégico (Colmenares
et al., 2003), para la busqueda activa de casos, las
posibilidades de detectar esta infeccion parasitaria
aumentan considerablemente.

En este trabajo se identifica un brote familiar
de F. hepatica, en la poblacion de Timotes, ubicada
en los andes venezolanos, al norte del Estado Mérida,
siendo una zona de clima frio, un poco mas himeda,
pero con caracteristicas ecoldgicas similares a las
encontradas en el Altiplano Boliviano. La deteccion
de infeccion en una nifia hospitalizada por presentar
dolor abdominal, fiebre y alta eosinofilia, nos
incentivo a investigar la presencia de esta parasitosis
en su comunidad de procedencia.
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MATERIALES Y METODOS
Poblacion en estudio

Se trabajé en una comunidad situada en los
alrededores de la ciudad de Timotes, a 2.050 m sobre
el nivel del mar, en el municipio Miranda del Estado
Mérida, al occidente de Venezuela. Se comunico a la
poblacién por intermedio de sus lideres naturales la
existencia de esta parasitosis y la importancia de su
participacion en el presente estudio. Se implemento
un consentimiento informado el cual cumplié con
los requisitos de informar a la poblacion sobre
el proposito del muestreo, su importancia y el
compromiso de las partes involucradas. Todos los
nifios estaban acompafiados de sus representantes
y se hizo hincapié en el acto voluntario de permitir
la obtencion y evaluacion de muestras bioldgicas.
El presente trabajo contd con la aprobacion de la
Comision de Bioética del Centro de Investigaciones
“José Witremundo Torrealba” del Nucleo Universitario
“Rafael Rangel” de la Universidad de Los Andes. La
evaluacion clinica consistio en la recopilacion de
datos epidemioldgicos, antecedentes de importancia
médica, interrogatorio funcional, sintomas actuales,
examen fisico y ecografia. Por razones logisticas,
estos dos ultimos se practicaron solo a aquellas
personas quienes manifestaron sintomas de malestar
abdominal (dolor, llenura post-pandrial, vomitos
frecuentes, diarreas). La ecografia abdominal se
practico con un transductor curvo de 3,75 MHz de
un equipo portatil marca Toshiba. Se exploré higado,
vias biliares, pancreas, riflones y abdomen en general,
también utero y anexos en las mujeres.

Muestras

Se colectaron muestras de sangre por
puncion venosa en tubos sin anticoagulante y sin
agregar preservativos post-centrifugacion, para
la obtencion de sueros. Con una gota de sangre
lograda inmediatamente después de la puncién se
realizaron extendidos sanguineos. Se recogieron
muestras de heces, las cuales fueron preservadas en
solucion de Raillet-Henry a razon de 2 gr de heces
aproximadamente en 2 cm3 (Pessda & Martins, 1982).
Los sedimentos se examinaron exhaustivamente
post-centrifugacion. Los extendidos sanguineos
obtenidos fueron fijados con metanol por 5 minutos
y posteriormente coloreados con Giemsa, para
determinar la formula sanguinea.
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Obtencion del antigeno de excrecion-secrecion de
Fasciola hepatica (AFhES)

Se extrajeron parasitos adultos de F. hepatica
de los conductos biliares de bovinos infectados. Luego
delavarlos en solucion salina ésteril, se procedio segun
esta sefalado en los trabajos de Cesari & Alarcon de
Noya (1987), Espino et al. (2000) y Colmenares et al.
(2003).

Inmunoensayo enzimatico con AFhES (ELISA-
AFhES)

Para su realizacion se siguié la técnica de
Voller et al. (1976) con algunas modificaciones, las
placas Nunc-Immuno Maxi Sorp fueron sensibilizadas
con 50 pL/pozo de AFhES a una concentracion de 10
pg/uL, luego de 18 h a 4°C, las placas se lavaron dos
veces con buffer salino fosfato (PBS) con 0,05% de
Tween 20. Para el bloqueo se colocaron 150 pL/pozo
de solucion de leche descremada al 5% en PBS-Tween
20 al 0,05% por 1 h. Luego se secaron y guardaron a
4°C hasta su uso.

Los sueros se diluyeron en la misma
solucion de bloqueo (1/200), colocando 50 pL/pozo
por 1h a 37°C. Las placas se lavaron 3 veces con
PBS-Tween 20 al 0,05% y se expusieron a 50 pl/
pozo de solucion de anti IgG-humana conjugada a
fosfatasa alcalina (1/2000) en la misma solucion de
bloqueo. Las placas se revelaron usando 50 pL/pozo
de para-nitrofenilfosfato (PNPP) a una concentracion
de Ipg/uL como sustrato de la enzima. Luego se
detuvo la reaccion, con 50 puL/pozo de una solucion
de NaOH 3M. El punto de corte se establecid en base
al promedio mas tres desviaciones estandar de la D.O.
de 40 sueros negativos (DO=0,280).

Electroforesis y Western blot con AFhES (WB-
AFhES)

Se realizd electroforesis con 72 pg de
AFhES en 300 pL de buffer de muestra, en gel de
poliacrilamida al 12,5 % bajo condiciones disociantes
y no reductoras, luego se transfirio a papel de
nitrocelulosa (NC) (Cleveland et al., 1977; Towbin
et al., 1979). A continuacién, las membranas se
bloquearon con leche descremada al 5% en PBS-
Tween 20 al 0,05%, al término de lo cual se secaron y
guardaron a -20 °C hasta su uso.
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El papel de NC se corto en tiras de 2 mm, las
cuales se expusierona 800 pnL(1/200) de suero humano
en solucion de bloqueo, por 90 min, en constante
agitacion a temperatura ambiente. Luego se realizaron
4 lavados de 15 min cada uno con PBS-Tween 20 al
0,05%. Seguidamente las tiras se colocaron en una
solucion de anti-IgG humana conjugada a peroxidasa
(1/15.000) en solucion de bloqueo por 90 min., en
agitacion constante. Se repitieron los lavados como ya
se indicé y se procedid a exponer las tiras al sustrato
quimioluminiscente por 1 min y se reveld la reaccion
usando placas fotograficas Hiperfilm®.

Tratamiento

Las personas que resultaron positivas en este
estudio recibieron triclabendazole (Egaten®) a razén
de 10 mg/kg de peso en dosis unica y en presencia del
médico tratante.

RESULTADOS

Se evaluaron 65 personas en un rango de
edad de 2,5 a 59 afios, 43 del sexo femenino y 22 del
masculino. Del interrogatorio se conocid que 38% se
quejaron de dolor abdominal persistente ¢ frecuente
y 10,6% tenian diarrea al momento 6 en los tltimos
dias previos al examen. Se practic6 ultrasonido
abdominal a 33 personas quienes tenian sintomas y
también algunos nifios bajo riesgo de infeccion, en
la mitad de ellas (48%) se encontraron alteraciones
ecograficas del area hepato-biliar (engrosamiento
de pared vesicular 18%, imagenes hiperecogénicas
dentro de vesicula biliar 6%, colédoco dilatado
hiperecogénico 18% y otras alteraciones como higado
graso y hepatomegalia).

De las muestras recolectadas, se obtuvieron
65 sueros, se realizaron 60 extendidos y solamente
se colectaron 37 muestras de heces. Todos declararon
la ingestion frecuente y diaria de vegetales crudos
(lechuga, berros, etc.) provenientes de la misma area
en la cual habitan. En general presentaron muy baja
prevalencia de parasitos intestinales. Entamoeba coli,
Entamoeba histolytica/dispar, Blastocystis hominis,
Giardia lamblia, Endolimax nana se presentaron con
frecuencias, cada una de ellas menor o igual a 5,4%. Los
huevos de Ascaris lumbricoides se observaron en 2,7%
y los de E hepatica en 8% de las muestras examinadas.
E127% presentaron al menos un parasito en las heces.
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Fig. 1. ELISA-AFhES de sueros de personas de una comunidad bajo riesgo de infecciéon con Fasciola
hepatica, Timotes, Edo. Mérida, 2005.
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Los resultados de ELISA-AFhES se muestran
enlaFig. 1, en la cual 9 personas fueron positivas (14%),
4 de ellas con densidad optica (D.O.) cercana al punto de
corte y 5 resultaron francamente positivos (D.O>1).

Se practico WB-AFhES a todos los sueros
positivos por ELISA-AFhES. Estos resultados se
muestran en la Fig. 2. Los 5 sueros de personas que
presentaron ELISA con D.O.>1, reconocieron las
moléculas especificas de 9, 14, 65 y el area alrededor
de 27 kDa del AFhES. Los restantes positivos por
ELISA con valores cercanos al punto de corte fueron
negativos por WB. Solamente se consideraron
verdaderos casos de fascioliasis a las 5 personas
cuyos sueros reconocieron este patrén de positividad
por WB.

Serealizo conteo relativo de globulos blancos
a 60 personas. Aquellas con inmunodiagnostico
positivo (ELISA + WB) presentaron de 18 a 51% de
eosinoéfilos. Los 4 positivos por ELISA y negativos
por WB tuvieron de 0 a 4% de eosindfilos. En las 51
personas restantes, se observo eosinofilia entre 0 a
39%, no atribuible a fascioliasis.

Las 5 pacientes diagnosticadas con fascio-
liasis recibieron tratamiento con triclabendazole
(Egaten®). Estas personas resultaron ser hermanas,
tres de ellas con huevos de F hepatica en las
heces. Cuatro meses después del tratamiento la
clinica persistié y la coprologia mostré huevos de
F. hepatica en tres de los 5 casos. Por esta razon se
les repiti6 el mismo tratamiento a todas las nifias,
quienes controladas seis meses después, resultaron
negativas a la coprologia. Se mantiene control clinico,
coproldgico y serologico de estos pacientes.

DISCUSION

En el presente estudio se encontré 8%
de personas con huevos de F. hepatica en heces.
Sin embargo, ELISA-AFhES fue positivo en 14%,
confirmandose 5 casos por WB de los 9 positivos
por ELISA. Las moléculas de 9, 14, 27 y 65 kDa
presentaron reconocimiento especifico, no fueron
detectadas por sueros de personas sin fascioliasis, ni
por aquellos con otras parasitosis. Otros estudios han
reportado estas mismas moléculas como relevantes
para el diagndstico de esta enfermedad parasitaria
(Diaz et al., 1998; Espino et al., 2000; Colmenares et
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al., 2003; Colmenares ef al., 2005; Kim et al., 2003).
La mayor positividad en ELISA podria explicarse por
contacto con este parasito en el pasado, a través de la
ingestion de verduras como ingredientes en distintas
ensaladas o en jugos. Otra causa seria la reactividad
cruzada con otros helmintos (Colmenares et al. 2005).
En consecuencia, consideramos inmunodiagnostico
positivo para fascioliasis, cuando se presenten
conjuntamente los dos ensayos positivos (ELISA
y WB) con reconocimiento del mencionado patrén
molecular por WB.

Los positivos por inmunodiagnostico
presentaron valores altos de cosindfilos (18-51%),
parametro de sospecha en los afectados por esta
parasitosis. Las personas positivas por ELISA y
negativas por WB tuvieron un porcentaje normal de
eosinofilos en sangre. La cuantificacion de eosinéfilos
se correspondi6 con los resultados obtenidos en el
inmunodiagndstico.

La presencia de imagenes ultrasonograficas
relacionadas con patologia hepatica y biliar fue alta
(48%) en personas quienes declararon molestias
abdominales. En una de las pacientes se visualizd
la ocupacion de las vias biliares extrahepaticas por
imagen movil sugestiva de presencia de un helminto,
comprobandose este caso porcoprologiay serologia. El
uso de ecografia abdominal ambulatoria debe incluirse
en los programas de vigilancia epidemiologica de esta
enfermedad, especialmente dirigida a aquellos con
sintomatologia abdominal, ya que pudiera utilizarse
como un indicador de patologia hepato-biliar para su
posterior confirmacion diagnostica.

El efecto de administracion periddica de
albendazole en programas contra las helmintiasis
intestinales en escuelas y consultas médicas se reflejo
en la baja frecuencia de helmintos encontrados en este
estudio. El primer tratamiento con triclabendazole
(Egaten®) fue insuficiente en algunos de los afectados,
persistiendo en éstos la sintomatologia y huevos en
las heces. Al repetirse el tratamiento la cura fue total.
En Venezuela no se dispone de triclabendazole de uso
humano, dificultando la terapéutica.

Llama la atencion que los 5 casos positivos
corresponden a nifias de una familia, todas hermanas
y cuyos padres no tienen la infeccion. Toda la familia
ingiri6 berros y ensaladas con productos de la region.
Pudiese existir otra fuente de infeccion adicional
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a la ingestion de hortalizas como ocurre en Bolivia
donde se ha descrito transmision de la parasitosis por
ingestion de agua contaminada con metacercarias del
parasito (Mas-Coma et al. 1999b). Esta hipdtesis no
pudo demostrarse en esta investigacion, pues ambos
factores de riesgo (ingestion de berros y consumo
de agua no tratada) fueron admitidos por todas las
personas encuestadas. Es importante destacar que
muestreos recientes (octubre 2005) sobre la fauna
malacologica de esta area demostrd la presencia
de abundantes caracoles del género Lymnaea, cuya
ubicacion taxondmica es objeto de estudio (Pointier
& Noya: com. pers.).

El estudio integral de la infeccion humana
por F. hepatica debe ser multifactorial, incluyendo
clinica, hematologia, ecografia, coprologia e
inmunodiagnostico. Los resultados demuestran la
utilidad de combinar dos técnicas inmuno-serologicas
que permiten un despistaje inicial de la poblacion con
ELISA-AFhES y un examen confirmatorio para llegar
al diagnostico definitivo a través del WB-AFhES,
superando asi la baja sensibilidad de los estudios
coprologicos.

Hasta ahora el diagnostico de fascioliasis
se ha logrado por coprologia, detectandose casos
fortuitos aislados. Desde que se cuenta en el pais
con metodologias adecuadas, nuestro grupo ha
diagnosticado 9 casos mas en 3 aflos, incluyendo
los presentes. Esta aproximaciéon podria ser una
forma de abordaje de comunidades bajo riesgo de
infeccion, siendo el presente trabajo el primer estudio
de este tipo que propone una estrategia de vigilancia
epidemioldgica para esta trematodiasis en Venezuela.
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Family outbreak of fascioliasis in Venezuela
SUMMARY

Of'the 9 cases of human fascioliasis recorded
in Venezuela, 4 have been published in the last 10
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years, 2 of them originating from Andean region.
The well known transmission of fascioliasis in cattle
and the clinical condition of a 14-year-old girl with
abdominal discomfort, vomiting, eosinophilia and
previous abundant ingestion of watercress, motivated
the field study in the site of occurrence (Timotes,
Edo. Mérida in the Andean region) to learn the risk
of community infection. Sixty-five people were
evaluated clinically and serologically. Coprology was
done in 37 and abdominal ultrasound in 33 persons.
ELISA with adult Fasciola hepatica soluble extract
(AFhES- ELISA) was performed with 9 persons being
positive. Western blot (WB) was carried out on all
ELISA positive sera, resulting in 5 that recognized 9,
14, 27 and 65 kDa specific molecules. The remaining
four sera, with weak reactivity by ELISA, did not
have this recognition pattern. By stool examination,
we found Entamoeba coli, E. histolytica/dispar,
Blastocystis hominis, Giardia lamblia, Endolimax
nana and Ascaris lumbricoides. Three of the 5
positive people by AFhES-ELISA and AFhES-WB
had F hepatica eggs in their feces. The 5 positive
cases are girls of a family, sisters and whose parents
do not have the infection, although all consume
watercress in salads with other vegetables from that
region. The present study constitutes the first report
of a well established focus of fascioliasis with human
repercussion in Venezuela.

Key words: Fascioliasis, Venezuela, ELISA, Western
blot.
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Evaluation of conventional serological tests for the diagnosis of American
cutaneous leishmaniasis
Néstor Afiez*, Agustina Rojas & Gladys Crisante

Three serological tests (ELISA, IFAT, DAT) were evaluated using sera from selected
individuals with different American cutaneous leishmaniasis (ACL) clinical conditions. Reactivity in
at least 2 of the 3 named tests was established as a criterion for declaring a patient as sero-positive.
Prior to serological testing, people were diagnosed by clinical (presence of lesion = pl or scar=Sc),
parasitological (presence of parasites =pp), immunological (LST) and molecular (PCR) methods. For
a statistical comparison of the evaluated tests 4 groups of people were made up: 1) patients with
active leishmanial lesion (n=44; pl, pp, +LST, +PCR); 2) patients who had recovered from leishmanial
infection (n=43; Sc, +LST, +PCR); 3) asymptomatic individuals from endemic areas showing evidence
of having contacted Leishmania-parasites (n=40; +LST, +PCR) and 4) Leishmania-negative people
from the above localities where leishmaniasis is endemic and living under the same risk conditions,
considered as healthy controls (n=104; -LST, -PCR). Considering the above-established criteria
for sero-positives, the analysis of the results obtained with the 3 tests employed revealed very low
sensitivity values. Seropositive figures of 50% were recorded for the first group, 9% for the second
group, and 12.5% for the third group. Statistical analysis also revealed a low positive predictive value
(PPV=0.73), a low negative predictive value (NPV=0.49), and a low kappa coefficient value (k=0.114).
The present results raise questions about the use of the 3 conventional serological tests compared
here to detect ACL at any clinical condition.

Key words: American cutaneous leishmaniasis, diagnosis, serology.

INTRODUCTION

Leishmaniasis is a group of clinical
manifestations recognized as cutaneous (CL), muco-
cutaneous (MCL) and visceral (VL) forms, produced
as a consequence of the infection of susceptible people
by parasites of the genus Leishmania (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae). This disease is among the more
important public health problems facing populations
worldwide, with an overall prevalence of 12 million
people, an incidence of 2 million new cases occurring
each year (1.5m CL and 0.5m VL), and with a 10th of
the world’s population living under risk conditions in
nearly 100 countries (WHO/TDR, 2002, Roberts et
al.,2000). Its geographical distribution is determined
by phlebotomine sandfly vectors, haematophagous
insects in whose digestive tracts the parasite develops

Investigaciones Parasitologicas “J. F. Torrealba”, Facultad de
Ciencias, Departamento de Biologia, Universidad de Los Andes,
Meérida, 5101, Venezuela
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its infective forms which are transmitted to the
vertebrate hosts during the bite.

American cutaneous leishnmaniasis (ACL)
is an anthropozoonotic disease circulating in the
New World from the south of the United States to the
north of Argentina (Marques et al., 2001). It is caused
by species of Leishmania grouped in the subgenera
Viannia and Leishmania and transmitted by the bite
of infected sand flies of the genus Lutzomyia (WHO,
2002). The infection in human population shows a
variety of clinical pictures which range from localized,
sometimes self-healing tegumentary lesion, to a much
more aggressive deforming mucocutaneous lesion or
to the diffuse form, although an inapparent infection is
not uncommon (Rodrigues ef al., 2002). The immune
cellular response for the control of the Leishmania-
infection is related to the generation of helper T-cells
by the host, which is able to deliver macrophage
activating cytokines, particularly gamma interferon
and interleukin-2 (Reiner & Locksley, 1992). In
addition, the humoral immune response occurs during
the active phase of the infection with the appearance



ACL serological diagnosis

of low titers of antibodies (Ab), which may disappear
later (Behin & Jacques, 1984).

Serological methods have been used over the
years in the diagnosis of ACL. However, the diagnostic
value of the assay using crude antigens is considered
to be limited because of their low reproducibility and
specificity (Celeste et al., 2004). Despite this, there
are serological tests still used in many diagnostic
centers for detecting the prevalence of Leishmaniasis
in endemic areas (Allain & Kagan, 1975). Among
these the direct agglutination test (DAT), the indirect
immunofluorescence antibody test (IFAT) and ELISA
are some of the most commonly used tests. The
present work deals with the evaluation of the above-
mentioned tests in groups of individuals at different
ACL clinical conditions in order to compare them
statistically to estimate their sensitivity and specificity
and to reach conclusions about their reliability in the
diagnosis of CL.

MATERIALS AND METHODS
Study groups

A total of 231 individuals (123 females
and 108 males with a mean + SD age of 28.2 = 17.9
yr) was selected from 4351 people from different
Venezuelan regions and were examined for ACL at the
Parasitological Research Center, Faculty of Science,
University of Los Andes, Merida, Venezuela. The
selected samples were grouped as follows: Group 1
consisted of 44 patients (17 females and 27 males
with a mean age of 29 yr) recently infected and
suffering from active ACL. They were diagnosed
by the presence of lesion (pl), the microscopical
visualization of amastigotes forms (pp), leishmanin
skin test positive (+LST), and positive skin biopsy and
blood samples processed by Leishmania (Viannia)-
specific PCR assay (+PCR). Group 2 consisted of 43
individuals (19 females and 24 males with a mean age
of 33 yr) who had recovered from ACL as diagnosed
by the presence of scar (Sc), +LST and positive blood
sample PCR assay (+PCR). Group 3 consisted of 40
individuals (24 females and 16 males with a mean
age of 28 yr) living in areas where Leishmaniasis is
endemic who showed no clinical manifestation but
were +LST and +PCR. Group 4 consisted of 104
healthy people (63 females and 41 males with a mean
age of 25 yr) from the same areas indicated above
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and who also displayed negative LST (-LST) and
negative PCR (-PCR). All individuals enrolled in the
study provided written consent.

Sample collection and processing

Patient samples in active ACL cases

Tissue scrapings or small 3-mm biopsy
specimens were taken with a surgical blade at the
border of the lesion under sterile conditions and
local anesthesia with 2% lydocaine. Part of the
recovered tissue was smeared onto a glass slide,
fixed with methanol and stained with 10% Giemsa
stain for microscopical observations. In vitro culture
was carried out by placing a tissue fragment into
tubes containing NNN medium. They were then
incubated at 25°C and weekly observed until 45 d.
If positive they were transferred to fresh medium for
maintenance and further work; otherwise, they were
discarded. Either scraping or tissue fragments were
also processed for PCR. Prior to the biopsy or lesion
scraping, 5 ml of blood was collected by venipuncture
from each patient. The serum was collected into two
parts: the buffy coat was collected and used for PCR
and hybridization assays, and the rest preserved at -
20°C for serological analysis.

Leishmanin skin test (LST)

To asses the cellular immune response of
individuals included in the different groups for the
present study, a LST consisting of a promastigote
antigen from resuspended Leishmania braziliensis
was used. The soluble Leishmania antigen was
prepared as described elsewhere (Reed et al., 1986).
The LST was considered positive when indurations >
Smm in diameter 48 h post injection were observed.

PCR and hybridization

Sera samples were processed for PCR using
a Viannia subgenus specific primer set derived from
L. braziliensis nontranscribed ribosomal gene spacer
DNA sequences (Guevara et al., 1992) [GenBank
accession M75133]. The details on the DNA from
buffy coat of the sera samples regarding isolation
and processing were given in a previous publication
(Guevara et al, 1994). A repetitive sequence of
126 base pairs of ribosomal DNA of L. braziliensis
was used as a PCR amplification target using the
primers, forward 5'GCAGCACAGGGAAAG 37
and reverse, 5"TACCTCTCTCCGTGATCG 3". The
reaction mixture (final volume, 25 pl) was prepared
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as previously described (Guevara et al, 1994).
DNA amplifications were carried out in a Perkin-
Elmer thermal cycler (Gene Amp PCR System
2400) as follows: an initial denaturation at 94°C for
5 min, followed by 25 cycles of 94°C, 52°C, 72°C
of 1 min each, with a final extension at 72°C for 5
min. All reactions were duplicated, and each set of
reactions included a positive control consisting of
20 ng of purified DNA of Leishmania braziliensis,
and a negative control containing no DNA. PCR
products were visualized by electrophoresis in a 2%
agarose gel stained with ethidium bromide. All the
samples were hybridized with a L. braziliensis DNA
probe labeled with digoxigenin (Roche Diagnostic
GmbH- Mannheim, Germany) as previously reported
(Guevara et al., 1994).

Serology

Serological methods wused to detect
circulating  anti-Leishmania  antibodies  (Abs)
included a direct agglutination test (DAT) pretreated
with 2-mercaptoethanol (concentration of 0.5 OD
crude antigen); an indirect immunofluorescence
antibody test (IFAT) using 40 promastigotes/
400X microscopical field and an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)-(4pg/ul soluble
protein). Tests were performed following standard
procedures and adapted for detection of Leishmania
Abs in our laboratory as previously reported (Afiez
et al., 2000). The equivalent dilution value for DAT
and IFAT techniques to be considered as seropositive
(cut-off titers) was that about 1:64 dilution, and for
ELISA an optical absorbance > 0.4+£2SD. Patients
were considered seropositive when they showed
reactivity in at least 2 of the 3 serological tests.

Statistical analysis

This consisted of a comparison of
serological tests (DAT, IFAT, ELISA) with other
alternative diagnostic criteria considered to be
highly reliable. These included clinical (presence
of lesion), parasitological (detection of parasites),
immunological (LST) and molecular (PCR) methods,
defined above for each clinical condition. Comparison
included estimation of sensitivity, specificity, positive
predictive value, negative predictive value, observed
agreement, expected agreement by chance, kappa
coefficient with the standard error, Z statistic, and P
value all at a 95 % of confidence interval. All these
values were calculated by Epi Info 6.04.
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RESULTS

Serological analysis in individuals with different ACL
clinical conditions

From the 127 individuals selected to be
examined by conventional serological tests to detect
circulating specific Leishmania Abs at different ACL
clinical conditions, 44 fulfilled the inclusion criteria to
be considered as active cases (Group 1). They included
100% with pl, 88.6% (39/44) showing pp, 100% with
+ LST and 97% (38/39) showing +PCR for specific
L. braziliensis DNA. The sera were examined using
DAT, IFAT and ELISA methods. From the 44 sampled
individuals, 20 (45%) revealed positive results in
2 of the 3 methods used, a condition established to
consider a patient as seropositive. The analysis of the
results with each particular serological test revealed
a 9% seropositives when DAT was performed, 50%
(22/44) with IFAT and 84% in the samples tested
with ELISA test. Details of the obtained results of the
serology of each single sample are shown in Table
I. The analysis of the serological results obtained
from the group made up by 43 individuals recovered
from lesions at different time after infection (Group
2) revealed an overall percentage of seropositives
of 9.3% (4/43) despite having 100% positive results
with the diagnosis by LST and PCR (Table II). In this
group values of 7%, 9% and 42% were recorded when
DAT, IFAT, and ELISA methods were respectively
performed (Table II). Similar results were detected
in those asymptomatic individuals of the Group 3
bearing inapparent infection. In this case a 12.5%
general sero-reactive was recorded and values of
15%, 8.0% and 30% were obtained with DAT, IFAT,
and ELISA methods respectively (Table II).

Statistical analysis

Statistical analysis showed that serological
(TAD, IFAT and ELISA) methods used here to
diagnose people at different ACL clinical conditions
did not result in very reliable results, judging by the
low concordance between the sero-test outcome and
the established clinical condition group. The sensitive
value expressed as true positive rate (TPR) considering
G1-G3 and the 3 serological methods revealed an
overall result of 0.23, with particular TPR of 0.45,
0.093 and 0.125 for G1, G2 and G3 respectively. In
Table II details are given on the sensitive measures
as TPR and FNR for 3 different serological tests and
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Table I. Comparative methods for diagnosis of individuals with active ACL in Venezuela.

) Presence of Presence of S_er(_)Iogic
Patient lesion parasites LST PCR DAT IFAT ELISA crlteru.,lrn for
positive
1 + + + + - - - -
2 + + + + - + + +
3 + + + + - + + +
4 + nps + + - - - -
5 + + + + - - - -
6 + + + Nd - - + -
7 + + + Nd - - + -
8 + + + Nd - + + +
9 + + + + - + + +
10 + + + + - + + +
11 + + + + - - + -
12 + nps + + - - + _
13 + + + Nd - + + +
14 + + + + - + + +
15 + + + Nd - + + +
16 + + + + - + - -
17 + + + + - - - -
18 + + + + - + + +
19 + nps + + - - - -
20 + + + + - + + +
21 + + + + - - - -
22 + + + + - + + +
23 + nps + + + + + +
24 + nps + + - - + -
25 + + + + - - + -
26 + + + + + + + +
27 + + + + - - + -
28 + + + + - + + +
29 + + + - - + + +
30 + + + + - + + +
31 + + + + - + + +
32 + + + + - - + -
33 + + + + + + + +
34 + + + + + + + +
35 + + + + - - + -
36 + + + + - - + -
37 + + + + - - + -
38 + + + + - + + -
39 + + + + - - + -
40 + + + + - + + +
41 + + + + - - + -
42 + + + + - - + -
43 + + + + - - + -
44 + + + + - - + -
44/44(100%) 39/44(88.6%) 44/44(100%) 38/39(97%) 4]44(9.0%) 22/44(50.0%)  37/44(84.0%)  20/44(45.0%)

nd: not done; nps: not parasite seen
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Table Il. Compared sensitivity of three serological tests at different ACL clinical condition.

Serological tests

Serological criteria

Clinical DAT IFAT ELISA for positive Total
condition No+ NC- No+ Ne- No+ Ne- No+ NC- individuals
(TPR)*  (FNR)*  (TPR) (FNR) (TPR) (FNR) (TPR) (FNR)
Active 4(0.09)  40(0.91) 22(0.50) 22(0.50) 37(0.84) 7(0.16)  20(0.45) 24(0.55) 44
Recovered 3(0.07)  40(0.93)  4(0.09) 39(0.91) 18(0.42) 25(0.58)  4(0.09)  39(0.91) 43
Asymptomatic  6(0.15)  34(0.85)  3(0.08) 37(0.92) 12(0.30) 28(0.70) 5(0.13)  35(0.87) 40
Total 13(0.10)  114(0.90) 29(0.23) 98(0.77) 67(0.53) 60(0.47) 29(0.23) 98(0.77) 127

* TPR: True positive rate; **FNR: False negative rate

3 ACL clinical conditions. Specificity, estimated as
true negative rate (TNR), revealed more acceptable
values, showing an overall TPR of 0.89 and values
of 0.90, 0.87 and 0.83 for DAT, IFAT, and ELISA,
respectively. Table III provides the statistical results
used for comparison including PPV, NPV, Kappa
coefficient, and p value.

DISCUSSION

In the present study, from a total of 4351
people from different rural villages of western
Venezuela examined for leishmaniasis, 231 were
selected to evaluate conventional serological tests
used to diagnose the cutaneous form of the disease.
The chosen people selected were divided into 4
groups according to their clinical conditions. The first
group (G1) was made up of 44 individuals suffering
of active american cutaneous leishmaniasis (ACL),
who were diagnosed by clinical (presence of active
lesion), parasitological (presence of parasite at the

lesion site), immunological (positive leishmanin skin
test), and molecular (positive PCR) criteria. Another
group (G2) consisted of 43 people who had recovered
from ACL by the time they were sampled. Some of
them had been diagnosed and treated at our laboratory,
others in collaboration with the center for diagnosis
and treatment of the Ministry of Health in Tovar,
Merida, Venezuela. We were able thus to follow them
during the course of the infection until they recovered.
The Group 3 was made up of 40 people who, although
living in areas where leishmaniasis is considered to be
endemic, had never exhibited symptoms attributable
to ACL according to their own testimony by the time
of sampling. However, they showed positive results
for LST and PCR. A fourth group (G4) of 104 healthy
individuals also living in endemic areas as those of
Group 3, but showing negative results for LST and
PCR, were selected as the control group (G4).

The conformation of the selected study
groups allowed us to have representative individuals
with ACL at different clinical and immunological

Table Ill. Statistical comparison of serological tests used to diagnose ACL.

Serologicalcriteria for

DAT IFAT ELISA 0
positive

Sensitivity (95% ClI) 0.10(0.05-0.17) 0.23(0.16-0.31) 0.53(0.43-0.61) 0.23(0.16-0.31)
Specificity (95% Cl) 0.90(0.82-0.90) 0.87(0.78-0.92) 0.83(0.73-0.89) 0.89(0.81-0.94)
PPV (95% CI) 0.56(0.34-0.76) 0.67(0.51-0.80) 0.79(0.68-0.86) 0.73(0.55-0.84)
NPV (95% ClI) 0.45(0.38-0.52) 0.48(0.40-0.55) 0.59(0.50-0.66) 0.49(0.41-0.56)
Observed agreement 0.463203 0.515152 0.662338 0.528139
Expected agreement 0.460130 0.468751 0.486854 0.467458
by chance
Kappa coefficient 0.005693 0.087343 0.341976 0.113946
Standard error of 0.036310 0.047966 0.61527 0.046517
kappa
z 0.16 1.82 5.56 245
P value 0.437707 0.034308 0.000000 0.007152
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conditions. These circumstances appear to be ideal
for comparing the product of the humoral response
to the infection of Leishmania causing ACL using
serological methods previously suggested as useful
tools to detect circulating specific antibodies.
Having created a statistically acceptable sample of
the various groups and being able to use alternative
methods to diagnose ACL at any clinical condition,
we evaluated DAT, IFAT, and ELISA, 3 commonly
used conventional serological methods, to asses its
reliability as diagnostic tools. When all the clinical
conditions and the diagnostic criteria established here
to declare a seropositive (2 positive of the 3 tests used)
were considered, an overall percentage of 23% was
recorded, with values of sero-reactive of 45%, 9%
and 13% for the clinical groups of active, recovered,
and inapparent, respectively. When considering each
particular serological test used to diagnose people with
ACL at different clinical conditions, the examination
also revealed low relative values for seropositives,
including 10% for DAT, 23% for IFAT, and 53%
for ELISA. This fact appears to indicate that the
serological methods used in the present work under
standard conditions do not offer confidence enough
to be considered as reliable diagnostic tool for ACL.
This assumption was particularly true when these
serological tests were compared to other alternative
methods recognized for their high specificity and
sensitivity as LST, PCR, or the visualization of the
parasite in active clinical cases (G1).

Under these circumstances, the present work
demonstrated a remarkable inconsistence in the 3
serological tests used here to diagnose ACL. The fact
that only a 45% of sero-reactive cases were detected
compared to 88%, 97% and 100% for parasite
detection, PCR and LST, respectively, appears
to corroborate the above statement. In addition,
statistical analysis of the results obtained using DAT,
IFAT, and ELISA as serological tests also revealed a
low positive predictive value (0.73), a low negative
predictive value (0.49), and a low kappa coefficient
value (k=0.114), indicating low concordance among
themand alow level of reliability for considering these
tests as recommendable tools for ACL diagnosis.

The results recorded in the present study
appear to corroborate previous observations by
other workers who reported that serological studies
using whole serum may be considered of limited
value in ACL because of the cross-reactivity and the
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remarkable different patterns of reactivity (Ulrich et
al., 1988). Regarding sensitivity, none of the cases
studied in the present work showed such a high
value as to consider serology as a good diagnostic
tool for ACL. This aspect appears to be a generalized
problem for serology, and low values (63%) have
also been reported for canine visceral Leishmaniasis
(Ashford et al., 1995). The authors stated that such
results in relation to sensitivity of serological tests
raise questions about the use of serology to detect
Leishmania-infections, suggesting that more sensitive
methods as PCR might serve as a better gold standard
to define infection by this parasite.

Finally, taking into consideration the various
difficulties in establishing serological tests as reliable
tools for ACL diagnosis, new or improved tools need
to be produced. In order to be considered as an ideal
indicator, a good serological tool must be simple,
non-invasive, easy to centralize, cheap, and reliable.
Meanwhile, validation of a new serological test for
ACL and development of new primers for diagnosis
and identification are required.

Evaluacion de pruebas serolégicas
convencionales para el diagndstico de la
leishmaniasis cutidnea americana

RESUMEN

Tres pruebas serologicas (TAD, IFI y
ELISA) fueron evaluadas en sueros de pacientes
con Leishmaniasis cutanea Americana (LCA) en
diferentes condiciones clinicas. Para este propodsito
se establecidé como criterio diagnostico la reactividad
de al menos dos de las tres pruebas para declarar
un individuo seropositivo. Previo a la realizacion
de la serologia, los individuos seleccionados fueron
diagnosticados clinicamente (presencia de lesion=pl
o presencia de cicatriz =pc), parasitologicamente
(presencia de parasitos =pp), inmunoldgicamente
(IDR) y molecularmente (PCR). Para la comparacion
estadistica de las pruebas seroldgicas evaluadas
fueron conformados 4 grupos constituidos por: 1.
Pacientes con lesiones activas (n=44; pl, pp, IDR +,
PCR+); 2. Pacientes cicatrizados recobrados de una
infeccion por Leishmania (n=43; pc, IDR+, PCR+);
3. Individuos asintomaticos de areas endémicas
con evidencias de haber tenido contacto previo con
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Leishmania (n=40; IDR+, PCR+) y 4. Individuos
negativos controles de areas donde la Leishmaniasis
es endémica y quienes vivian bajo condiciones de
riesgo (n=104; IDR-, PCR-). Los analisis estadisticos
de los resultados obtenidos utilizando las tres prucbas
serologicas indicadas, revelaron valores muy bajos
de sensibilidad, siendo de 50%, 9% y 12% para los
grupos de pacientes con lesion activa (1), pacientes
recobrados de infeccion previa (2) e individuos
asintomaticos  (3) respectivamente, con una
especificidad general de 89%. Asimismo, fue detectado
un bajo valor predictivo positivo (PVP=0,73); un bajo
valor predictivo negativo (PVN=0,49) y un muy bajo
valor de coeficiente kappa (k=0,114). Los resultados
obtenidos en el presente estudio arrojan dudas sobre
la confiabilidad de las tres pruebas de diagnostico
serologico evaluadas aqui para detectar LCA en
cualquier condicion clinica.

Palabras claves: Leishmaniasis cutanea americana,
diagndstico, serologia.
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Malaria inducida en el estado Aragua, Venezuela
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Las infecciones de malaria inducida son transmitidas por transfusion de sangre o productos
sanguineos, transplante de érganos y agujas o equipos de inyeccion contaminados. Durante el periodo
Junio 2005 a Abril 2006, fueron diagnosticados tres casos de malaria inducida en instituciones publicas
y privadas del estado Aragua en Venezuela, donde se juntaron el retardo en el diagndstico y la mala
praxis de técnicas de enfermeria. La evidencia de estos accidentes debe conducir a la Corporacion
de Salud regional, a revisar las normas y técnicas de perfusién endovenosa intrahospitalaria, a la
actualizacion cientifica del personal de salud en el diagnodstico, tratamiento y manejo de pacientes
con enfermedades transmisibles y mantener la correspondiente supervision sobre el funcionamiento

y atencion hospitalaria.

Palabras claves: malaria inducida, transfusion, Aragua, Venezuela.

INTRODUCCION

El paludismo es un problema mundial
grave que afecta de forma inaceptable la salud y el
bienestar econémico de las comunidades mas pobres
del mundo. A finales de 2004 habia zonas de riesgo de
transmision del paludismo en 107 paises y territorios,
y unos 3.200 millones de personas vivian en zonas de
riesgo de transmision del paludismo (WHO, 2005).

En Venezuela, durante el periodo 1996 -
2005, fueron diagnosticados 301.311 casos de malaria,
con una férmula parasitaria de 84,22% a Plasmodium
vivax, 15,21% a Plasmodium falciparum, 0,45% de
Infecciones mixtas y 0,12% a Plasmodium malariae.
El género masculino fue el mas afectado con 188.163
(62,45%) de los casos y el grupo de 15 a 64 afios o
poblacion econdmicamente activa fue el de mayor
incidencia con 204.157 (67,75%) casos, mientras
que los menores de 15 afios presentaron 30% de las
infecciones. Los estados con mayor incidencia en el
decenio fueron: Bolivar, Sucre, Amazonas y Delta
Amacuro.

' Docente Investigador Universidad de Carabobo, Sede Aragua.
2 Unidad de Enfermedades Endemo-Epidémicas.Corposalud- Aragua.

*Autor de correspondencia: jolucag@cantv.net
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En el estado Aragua, ubicado en el area de
malaria erradicada del pais, durante el mismo decenio
fueron diagnosticados 706 casos, registrando una
férmula parasitaria de 87,53% a P. vivax, 10,91% a P,
falciparum, 1,42% de Infecciones mixtasy 0,14% a P,
malariae. El género masculino fue el de mayor nimero
de diagndsticos de malaria (76%) y el grupo de 15 a 64
afios fue el de mayor incidencia con 627 (89%) casos,
mientras que los menores de 15 afios presentaron
9,3% de las infecciones. Dentro de la clasificacion
de los casos de la enfermedad diagnosticados en el
estado, se puede observar que 98,9% de los mismos
fueron importados de los estados endémicos del
pais o del exterior, un solo caso fue registrado como
introducido y fueron reportados 7 casos inducidos
(Tabla I). De los 17.199 casos de malaria registrados
en el pais durante el primer semestre del afio 2006, en
el estado fueron diagnosticados treinta, de los cuales
dos fueron clasificados como inducidos.

Esta ultima incidencia de infecciones
inducidas, transmitida por medios mecénicos tales
como transfusion de sangre o productos sanguineos,
transplante de organos y agujas o equipos de
inyeccion contaminados (Taylor, 1996), ha despertado
preocupacion en las autoridades sanitarias del estado,
ya que durante el periodo Junio 2005 a Abril de 2006,
fueron reportados tres casos sospechosos de dicha
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Tabla I. Resumen epidemiolégico de la malaria, estado Aragua (1996 — 2005).

INDICADOR Afo TOTAL
1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005
Casos 77 151 129 53 57 23 31 41 84 60 706
P. vivax 61 142 113 48 49 22 30 34 67 52 618
Especie P. falcip. 13 8 13 4 8 1 1 7 15 7 77
Parasitaria P. malariae - - - - - - - - 1 - 1
Inf. Mixta 3 1 3 1 - - - - 1 1 10
Grupo <15 5 13 6 5 15 3 5 3 7 4 66
Etario 15-64 72 136 121 48 41 19 25 36 76 53 627
65 - 2 2 - 1 1 1 2 1 3 13
Género Mascul_ino 67 128 109 38 36 17 20 28 54 40 537
Femenino 10 23 20 15 21 6 11 13 30 20 169
e Importado 74 150 127 53 57 23 31 41 83 59 698
Clasificacion .
del caso Introdupldo - 1 - - - - - - - - 1
Inducido 3 1 2 - - - - - - 1 7
Bolivar 31 28 25 18 30 4 9 21 56 41 264
Anzoategui 2 - - - - - - 1 - - 3
Portuguesa - - 1 - - - - - - - 1
Barinas 1 8 2 1 - - - - - - 12
Sucre 5 16 20 12 14 14 18 5 13 5 122
Estado de .
Origen de la thg 1 - ! ' - ) 1 . 3
Infeccion Tachira - 3 1 2 3 1 - - - - 10
Apure 28 79 73 14 2 - - - - - 196
Meérida 1 - - - - - - - - - 1
Amazonas 3 15 3 6 8 4 3 12 14 11 79
Delta A. 1 - - - - 2 - - 3
Del Exterior 1 1 1 - - - - - - 2 5
Muertes - - 1 - - - - 1 - 1

Fuente: Unidad Programdtica de Enfermedades Endemo — Epidémicas. Corposalud Aragua.

transmision en entidades asistenciales publicas y
privadas del estado.

El 29 de julio de 2005, fue diagnosticada
positiva a P, vivax, la gota gruesa de una paciente de
73 afos de edad, residenciada al norte de la ciudad
de Maracay, ama de casa, quien habia sido ingresada
en dos oportunidades (28/06/05) y 13/07/05) en el
Hospital Central de Maracay (HCM), con diagndstico
de Enfermedad Cerebro Vascular de tipo Isquémica y
la cual negd viajes a areas endémicas de malaria en el
pais.

El 22 de febrero de 2006, el Servicio
de Hematologia del Hospital Jos¢ Maria Benitez
(JMB) de la ciudad de La Victoria en el estado,
reportd positiva a P. vivax, la muestra hematica de
un paciente de 64 afios de edad, obrero jubilado, con
residencia en la poblacion de San Mateo, municipio
Bolivar del estado Aragua, hospitalizado en dicho
centro asistencial durante el mes de enero de 2006,
con diagnostico de hemorragia digestiva superior
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por gastritis erosiva, miocardiopatia chagasica,
hipertension arterial (HTA), recibiendo como parte
de su tratamiento, transfusion de hemoderivados.

El 15 de mayo de 2006, el Laboratorio
Central de la Direccion General de Salud Ambiental
en Maracay, reporta positivo a P. vivax, el examen de
gota gruesa solicitado a un paciente masculino de 32
afios de edad, de profesion oficinista, residenciado
al sur de Maracay, quien habia sido hospitalizado en
una clinica privada, por presentar cefalea y algias de
columna cervical.

En la literatura maldrica se encuentra en
diversos paises, una serie de infecciones ocasionadas
por malaria inducida. En Brasil, se destaca el registro
de 20 casos por P. vivax entre 1980 y 1994. Los
pacientes negaron haber realizado viajes recientes
y menos a areas con posibilidad de transmision
de malaria. Quince casos indicaron uso de drogas
inyectadas, participando en circulos de conocidos
afines que generalmente usaban la misma aguja y
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jeringa en el uso de cocaina y los otros cinco, a través
de transfusiones sanguineas (Lo et al., 1991; Alves et
al., 2000).

Cinco casos fueron reportados entre 1992 y
el afio 2000 en USA. Cuatro pacientes a P, falciparum
quienes ameritaron transfusiones sanguineas por
diferentes patologias y otro por P. malariae quien se
hirié con una jeringa después de tomar una muestra
hematica de un paciente (Zucker, 1996; Causer,
2000). En Italia también fue registrado un caso mortal
de paludismo inducido en un médico que trabajaba
en la unidad de primeros auxilios de un hospital, por
herida con una jeringa que habia utilizado para una
paciente positiva (Affronti, 1998).

Aunque la incidencia de malaria inducida en
Venezuela es aparentemente baja, los riesgos que se
corren pueden llegar a ser fatales. Esta investigacion
pretende dar a conocer los casos producidos en
un area no endémica, los cuales como se observa,
pueden presentarse en cualquier tipo de centro
asistencial, publico o privado, mostrar las fallas
técnicas que se presentaron en los mismos, y a la vez,
hacer el respectivo llamado de alerta al mejoramiento
de los procedimientos desde el diagnostico hasta la
recuperacion del paciente.

METODOLOGIA.

El presente estudio se realizo en el estado
Aragua, situado en la region centro-norte de
Venezuela, limitando con el mar Caribe por el norte, el
estado Guarico por el sur, los estados Vargas, Miranda
y Guaérico por el este y Carabobo y Guarico por el
oeste. Con una superficie de 7.014 km2, representa
0,76 % del territorio nacional. Su poblacion es
aproximadamente de 1.450.000 habitantes. Su capital
Maracay, con 477.000 habitantes, posee un estimado
de casi 800.000 para su area metropolitana. Su relieve,
de norte a sur, se clasifica en tres regiones; la costa,
la cordillera de la Costa y la depresion del lago de
Valencia (Venezuelatuya, 2005)

La Salud esta regida por la Corporacion de
Salud del Estado Aragua (Corposalud Aragua), un
Instituto Autonomo adscrito a la Gobernacion del
Estado, creado por la Ley de Salud de Aragua, para
desarrollar el sistema estatal de salud y administrar
y operar los establecimientos y servicios transferidos
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del Ministerio de Salud y Desarrollo Social a la
Gobernacion. Tiene rango de Secretaria de Estado y
expresa las politicas de salud del Estado Venezolano,
asumiendo la representacion del Ministerio de Salud
en la region.

Para la investigacion epidemiologica de los
casos sospechosos de transmision inducida, fueron
practicadas entrevistas a los pacientes, familiares,
vecinos y lideres comunitarios, igualmente al
personal médico y de enfermeria de las areas de
hospitalizacion donde fueron ingresados en su
momento los pacientes. Fueron cotejadas las historias
clinicas de los pacientes sospechosos con las de los
casos de malaria registrados en cada establecimiento
asistencial. Fueron realizados los correspondientes
examenes de gota gruesa a colaterales y vecinos de
los pacientes, e igualmente, capturas ¢ identificacion
entomoldgica de vectores en las comunidades y areas
adyacentes de los hospitales publicos y privados
involucrados.

RESULTADOS.

Luego de realizar la investigacion
epidemiologica a cada uno de los casos sospechosos,
la informacion obtenida y procesada de las entrevistas
y analisis de las historias clinicas de los pacientes en
los tres centros asistenciales, produjo los siguientes
resultados:

Caso 1

A las 3:10 AM. del dia 28/06/05, fue
ingresada en la sala de emergencia del HCM una
paciente de 73 afios de edad, ama de casa, residente al
norte de Maracay, la cual presentaba “somnolencia”,
y cuyo diagndstico de ingreso fue Enfermedad
Cerebro Vascular (ECV) tipo isquémica. A las 4:35
A.M., fue ingresado en la misma sala, por fiebre y
cefalea, un paciente de 32 afios de edad, residenciado
en la poblacion de Turmero, con diagnostico inicial
de Sindrome Viral Tipo Dengue. Los dos pacientes
fueron colocados en sus respectivas camillas en
el pasillo de la sala de emergencia de adultos, uno
frente al otro en las areas demarcadas H1 y H2. Las
condiciones generales de salud de los dos pacientes
fueron reestablecidas, decidiendo su alta médica el dia
29/06/05 para la mujer y el 30/06/05 para el hombre,
con diagndsticos de egreso iguales a su ingreso.
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Tres dias después, el paciente por continuar
con su sintomatologia, consulta en el Ambulatorio
de Turmero, donde se le diagnostica y se le trata de
malaria a P. vivax, refiriendo visita reciente al estado
Amazonas (area endémica de malaria). La paciente
regresa al HCM el dia 13/07/05, por somnolencia, ¢
ingresa con diagnostico de ECV isquémica. La familia
refiere “quebrantos y fiebre” a partir del dia 11/07/05,
iniciando sus fiebres vespertinas y escalofrios
fuertes, a partir del 19/07/05. El dia 29/07/05 se le
realiza gota gruesa, con resultado positivo a P, vivax.
Los familiares niegan salida de la paciente a areas
endémicas de la enfermedad.

La investigacién epidemioldgica condujo
a la realizacion de gota gruesa al grupo familiar y
vecinos de la paciente, procesando 91 muestras, todas
con resultado negativo. Igualmente fueron instalados
puestos de captura de vectores, cerca de la casa de la
paciente y en los alrededores del HCM, encontrando
la presencia principalmente de Aedes, Culex y dipteros
no hematofagos.

Al realizar la revision correspondiente a las
historias médicas de los pacientes, se observd que
dentro de los horarios del plan de hidratacion el dia
28/06/05, hubo coincidencia a las 4 P.M., cuando se
administré 500 ml de solucién 09% a cada uno de los
pacientes, cumplida y firmada por el mismo personal
de enfermeria. El Comité de Enfermedades Endemo-
Epidémicas de Corposalud, analizados y discutidos
los datos obtenidos del caso, concluyd estar en
presencia de un Caso Inducido de Malaria, por
“manejo mecanico y uso de inyectadoras comunes”.

Caso 2

En enero de 2006 con diagnosticos de
Hemorragia digestiva superior por gastritis severa,
Miocardiopatia Chagasica e Hipertension Arterial, es
ingresado en el Hospital Jos¢é Maria Benitez (JMB)
de la Victoria, estado Aragua, un paciente de 64
afios de edad, obrero jubilado, con residencia en la
poblacion de San Mateo, municipio Bolivar del estado
Aragua. Durante su hospitalizacion recibe como
parte del tratamiento Transfusion de Hemoderivado
(concentrado globular). Es egresado el dia 30 de
enero en mejores condiciones generales.

E1 16 de Febrero el paciente acude al servicio
de Emergencia del Hospital JMB por presentar
cuadro clinico de 7 dias de evolucion caracterizado
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por hipertermia cuantificada de 40° C, a predominio
vespertino, bimodal acompafnandose de escalofrios
y tos seca. Se decide su ingreso con impresion
diagnostica de: Fiebre Dengue, Hipertension Arterial,
Insuficiencia Cardiaca Congestiva compensada. El
dia 22 es evaluado por el servicio de Hematologia el
cual observa inclusiones en los eritrocitos y sugiere
un examen de gota gruesa para descartar Malaria.
El dia 23 se realiza gota gruesa la cual se reporta
positiva a P. vivax. Debido a que el paciente no refiere
antecedentes de haber viajado fuera del estado y en
el area donde reside el paciente no hay antecedentes
de la presencia del vector anofelino, se inicia la
investigacion epidemioldgica correspondiente.

Se pensoé en la opcion de un caso inducido,
ya sea producto de una transfusion de sangre o por
inoculacion accidental. Para descartar la primera
hipétesis (transfusion sanguinea), se obtuvo del banco
de sangre del Hospital JMB los nombres y direcciones
de los donantes en el mes de enero. Visitados e
interrogados, negaron antecedentes de haber viajado
a zonas endémicas de malaria y de haber tenido
sintomas de la enfermedad. Se les tomd muestra
para Gota gruesa, las cuales resultaron negativas. La
segunda hipotesis (inoculacion parenteral accidental)
llevoé a investigar los casos de Malaria ocurridos
en el Hospital JMB durante la hospitalizacion del
paciente, comprendida entre el 22 al 30 de enero de
20006, arrojando los siguientes resultados: el paciente
permanecié hospitalizado en el area de Emergencia
desde el 22 al 30 de enero. En dicha area coincidid
los dias 25, 26 y 27 de enero con dos pacientes
diagnosticados con malaria. Un hombre de 36 afios de
edad y su esposa de 31 afios, quienes visitaron desde
el 02 al 07 de enero el estado Sucre (segundo estado
en incidencia de la enfermedad del pais). Al estudiar
las historias clinicas se encontrdo que el dia 26 de
enero, el tratamiento endovenoso recibido a las 08:00
P.M. por los dos hombres, fue el mismo (Omeprazol
y Vitamina K) y administrado por el mismo personal
de guardia en el mismo horario. Por lo anteriormente
expuesto, se da como causa probable de infeccion la
inoculacion parenteral, por lo que se decide clasificar
al caso como Inducido a P, vivax.

La investigacion se complementé con una
actividad de captura de vectores en los alrededores de
la vivienda del paciente y en el Hospital JIMB, durante
los dias 20, 21 y 22 de marzo, no encontrandose
anofelinos.
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Caso 3

El 07/04/06 inicia su sintomatologia un
paciente masculino de 32 afios de edad, Oficinista,
residenciado al sur de Maracay, cuando presenta
fiebre (40 °C). Acude al Hospital Los Samanes de
Maracay, donde se le encontré prueba de ASTO
positiva. Continua la fiebre y el dia 14 de abril,
present6 diarrea, vomitos, coluria, tinte ictérico de
piel y mucosas, tos seca, artralgias y cefalea, motivo
por el cual consulta el 15 de abril al HCM donde se
decide su ingreso con el diagndstico de Sindrome
Viral tipo Dengue e Infeccion por virus hepatotrofo.
Es egresado el dia 21 de abril por estabilidad clinica
con diagnodstico de Hepatitis “C” e infeccion por
citomegalovirus, persistiendo la fiebre con periodos
mas espaciados.

Es llevado de emergencia el dia 13 de mayo
a una clinica privada, por presentar pérdida del
conocimiento, por lo que es ingresado para estudio. El
dia 15 de mayo se le realiza examen de Gota Gruesa en
el Laboratorio Central de Malaria de la Direccion de
Salud Ambiental, resultando positiva a malaria por P,
vivax. Ante la negativa del paciente de haber visitado
areas endémicas de malaria dentro y fuera del pais y
los antecedentes de hospitalizaciones, incluida una del
mes de marzo (dias 22 y 23), en dicha clinica privada
por presentar dolor en el cuello y cefalea, se inicia
la investigacion de posibles contactos con pacientes
malaricos en los centros donde estuvo recluido y en
la comunidad donde reside.

Fueron tomadas 195 muestras de gota
gruesa en su comunidad, resultando todas negativas
a Plasmodium spp. Se realizaron capturas de vectores
encontrando 0,5% de Anopheles albimanus y 0,2%
de Anopheles aquasalis, 84,5% Culex spp, y 14,3%
Mansonia spp. A pesar de la presencia de anofelinos
en la zona, la ausencia de otros casos de malaria no
permite clasificar el caso como introducido por lo
que se decide continuar con la investigacion y visitar
el servicio de Epidemiologia e Historias Médicas
del Hospital Central de Maracay a fin de revisar la
historias clinica del paciente y cotejar con otros casos
de malaria registrados en eso centro. La busqueda no
arrojo ninguna informacién importante.

Debido al antecedente de hospitalizacion
en una clinica privada de la ciudad y la presencia
de un caso de malaria por P. vivax procedente del
estado Sucre, registrado en dicho centro durante el
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mes de Marzo, se decide visitar esta clinica y solicitar
las historias de ambos pacientes para compararlas,
encontrandose que el paciente con malaria estuvo
hospitalizado entre el 18 y 27 de marzo, coincidiendo
los dias 22 y 23 de marzo en el mismo piso, en
habitaciones contiguas, con tratamiento endovenoso
indicado en los mismos horarios y practicado por el
mismo personal de guardia.

DISCUSION

La malaria es transmitida en la naturaleza
por la picada de un mosquito anofelino hembra
infectado. La enfermedad puede ser adquirida en
el laboratorio por el contacto inadvertido con un
vector infectado de una colonia de mosquitos o
accidentalmente ocasionada por contacto con sangre
infectada de humanos o de animales huéspedes, a
través de pinchazos con agujas o con heridas abiertas
y se ha presentado de cuatro a diecisiete dias después
de la exposicion (Reyes ef al., 2004).

El riesgo de adquirir malaria por via
de transfusiéon de componentes de la sangre es
extremadamente bajo en paises donde la malaria no
es endémica, tales como Canada y Estados Unidos.
Se estima que en Estados Unidos puede haber un caso
de malaria a través de transfusion por cada cuatro
millones de unidades transfundidas, reportandose
de uno a tres casos por afio. En paises donde la
enfermedad es endémica, se pueden observar mas
de 50 casos por millon de unidades administradas
(Bruce-Chwatt, 1982).

Para la prevencion de la malaria inducida, se
requiere realizar una seleccion de la sangre, tejidos,
organos, y especialmente definir la historia malarica
de los donantes. La vigilancia debe ser mantenida
en el tiempo para detectar prontamente los casos,
identificando al donante infectado, para prevenir
casos adicionales (Taylor, 1996).

El curso de la infeccion malarica inducida
es diferente a la observada en un caso normal (WHO,
2005). Cuando la infeccion se debe a una transfusion
de sangre, los periodos de incubacion (que dependen
del nimero de parasitos inoculados) suelen ser breves,
peropuedenllegaraunosdosmeses. Las observaciones
sugieren que una parasitemia baja en el donante es
suficiente para transmitir malaria (Slinger et al., 2001)
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y la supresion sub-optima con medicamentos, puede
prolongar el periodo de incubacion (WHO, 2005).
Los tres casos con diagnostico de P. vivax en Aragua,
tuvieron inicio de los sintomas promediando los 14
dias después del contacto con el paciente infectado y
fueron diagnosticados entre 14 y 28 dias del inicio de
la sintomatologia.

En el estado Aragua, el primer diagndstico a
descartar ante un proceso febril es fiebre dengue, y es
aceptado como norma en un area geografica afectada
por dicha enfermedad desde 1989. El problema se
presenta cuando no se descartan otros diagnosticos y
en la anannesis no se investiga sobre el trabajo que
desempena o los viajes que haya podido efectuar
recientemente el paciente. Aln con esta informacion,
el olvido o desconocimiento de las areas endémicas
de las distintas enfermedades transmisibles en el pais,
complica mas la situacion.

La ciudad de Maracay, capital del estado,
es considerada una “encrucijada”, donde convergen
las distintas rutas hacia la capital de la republica o,
en sentido inverso, hacia el interior del pais, de alli
la gran cantidad de regiones o estados representados
en los habitantes de la ciudad, los cuales serian los
responsables de los casos de malaria importados
desde las distintas areas endémicas.

En el estado no habian sido clasificados
casos de malaria inducidos desde el afio 1999. Los
tres reportados en el periodo junio 2005 a abril de
2006 tienen su importancia en Salud Publica por
varias razones: primero, la falta de diagnostico
oportuno en los tres casos pudieron haber resultado
potencialmente fatales, de haber sido diagnosticados
a P, falciparum. Segundo, la sucesion de los casos en
tan corto tiempo en instituciones publicas y privadas,
hace pensar en las deficiencias de técnicas basicas
en un personal que sirve de soporte al tratamiento y
recuperacion de los pacientes. Tercero, la perfusion
intravenosa es una técnica basicamente de enfermeria
que requiere un conocimiento profundo de las bases
fisiologicas y un manejo meticuloso de la atencion al
paciente y la aplicacion correcta de un protocolo, para
fundamentalmente prevenir las serias complicaciones
que pueden presentarse (Merchan et al., 2006). Se
entiende entonces que muy probablemente fueron
omitidas las normas y técnicas, incurriendo en mala
praxis en el paso de administracion de suero fisiologico
al intentar “probar la via”, o la contaminacion de los
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implementos o liquidos (o ambos) en la manipulacion
de tratamientos parenterales.

Aun siendo potencialmente fatal un caso de
malaria inducido por P, falciparum, pudiera el paciente
tener oportunidad de recuperarse con un diagnostico
y su respectivo tratamiento a tiempo, pero en caso
de contaminacion por el virus de inmunodeficiencia
(HIV) no habria ninguna oportunidad. Es importante
alertar a las autoridades de los Centros de Salud tanto
publicos como privados y a los responsables del
programa antimalarico, sobre la corresponsabilidad
de actualizacion cientifica del personal de salud, de
recordar que un paciente que sufra de una enfermedad
transmisible debe ser aislado, atendido por personal
capacitado que tenga conocimiento de la enfermedad
en cuestion, la destreza necesaria para tratar el caso
y su trabajo permanentemente supervisado a fin de
evitar errores que pudieran ser fatales.

Induced malaria in Aragua state, Venezuela
SUMMARY:

Infections of induced malaria are transmitted
by blood transfusion, transplant of organs and
contaminated needles of injection equipment. During
the period between June of 2005 and April of 2006,
three cases of inducted malaria were recorded in public
and private health institutions because of to delayed
diagnosis and bad praxis in nursing techniques. This
situation should lead the regional Health Corporation
to review the rules and techniques of endovenous
transfusion in the hospital, updating health personnel
in diagnostic techniques, treatment and handling of
patients with contagious diseases and maintaining
appropriate supervision over the functionality and
hospital care.

Key words: induced malaria, transfusion, Aragua,
Venezuela.
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Estudio preliminar sobre la distribucion espacial del riesgo epidemiologico
de la fiebre amarilla selvatica, municipio Jesus Maria Semprun, estado

Zulia, Venezuela

Vidal Saez-Saez', Milady Sejias’, Dayana Montezuma® & Hernan Paublini*

El presente trabajo es un estudio exploratorio cuyo objetivo es vincular las condiciones

fisico-ambientales y socioeconémicas del municipio Jesus Maria Semprun del estado Zulia con la
identificacion de areas de riesgo epidemioldgico para el virus de la fiebre amarilla selvatica. Se
seleccionaron registros fisico-ambientales (precipitacion, temperatura del aire, geomorfologia,
vegetacion y fauna) y socioeconémicos (actividades de la poblacién, presencia de servicios basicos).
Se determinaron unidades espaciales de diversos grados de amenaza y vulnerabilidad los cuales
permitieron la posterior espacializacion de los riesgos dentro del municipio Semprun. Los resultados
sugieren tres grandes unidades espaciales, en donde, los cursos de agua vinculados con bosques
de galeria en el centro y oeste del area de estudio representan los espacios de mas alto riesgo
epidemioldgico.

Palabras claves: fiebre amarilla, precipitacion, temperatura del aire, amenaza, vulnerabilidad, epidemiologia,

Venezuela.

INTRODUCCION

Las enfermedades metaxénicas, es decir,
transmitidas por un vector revelan una gran
complejidad en su compresion ya que vinculan al
huésped intermediario (por ejemplo un mosquito),
al hombre y al ambiente. Por tanto, los estudios
geograficos en esta area, complementado a las
investigaciones médicas y ecoldgicas, sefialan una
alternativa en la busqueda de respuesta en el ambito
de la epidemiologia (Machado-Allison, 1982, Saez-
Saez, 2003, Saez-Saez et al., 2004).

El vector responsable de transmitir el virus
de la fiebre amarilla selvatica es un mosquito que
pertenece al género Haemagogus. Vive y se reproduce
en las copas de los arboles de las zonas selvaticas, y
transmite la enfermedad a través de la picadura. En
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dias soleados o con vientos, los mosquitos suelen
bajar a los claros del bosque, y succionan la sangre a
las personas que se encuentren en el piso arboreo, que
por lo general estan practicando labores agricolas,
ganaderas o extractivas. Igualmente sucede en el caso
de los primates, pero a nivel de las ramas de los arboles
(Linares, 1998). De esta manera, los trabajadores de la
selva son vulnerables a la enfermedad, especialmente
si no estan protegidos por la vacuna antiamarilica
(Diaz & Gayoso, 1984; Navarro & Reyes, 1990; OPS,
1981; Paublini, 2004).

Segiin datos del Ministerio de Salud y
Desarrollo Social (MSDS, 2005), la fiebre amarilla
selvatica se distribuye tradicionalmente en Venezuela
en tres areas, que se caracterizan como focos de
infeccién y son: Guayana, San Camilo, y Lago de
Maracaibo. También pueden presentarse en lugares
fuera de ellas, con ocurrencias esporadicas de casos.
El foco del Lago de Maracaibo estd asentada al
suroeste, sobre la zona selvatica que rodea el Lago de
Maracaibo, estado Zulia. Las selvas de los rios Zulia
y Catatumbo, con origen en los Andes Colombianos,
unen la zona del lago con las regiones selvaticas
colombianas del Departamento Norte de Santander.



Riesgo epidemiologico de la fiebre amarilla

Existen numerosos aserraderos, sobre todo en las
regiones vecinas al Lago de Maracaibo, compartidos
con la explotacion petrolera en las margenes del
lago, y las explotaciones contintian con el mismo
afan en regiones selvaticas casi inaccesibles. En esta
zona, la onda epizodtica proviene de la Republica
de Colombia, remonta hacia el norte por ambas
margenes del Lago, al mismo tiempo que invade el
Departamento Norte de Santander, al Oeste de la Sierra
de Perija. La ocurrencia pareciera tener vinculacion
con las condiciones ambientales, en particular, con
las lluvias (Carranza, 1998; Diaz y Gayoso, 1984;
Strano et al., 1975). En la Tabla I, se aprecia como la
mayoria de los casos de la enfermedad se relacionan
en el segundo semestre del afio, para el periodo de
1941 a 1983 (MSDS, 2005).

El Departamento de Fiebre Amarilla y
Peste, perteneciente a la Direccion de Vigilancia
Epidemiologica (MSDS, 2005), reporta que los
ultimos casos mortales de fiebre amarilla habian
ocurrido en el afio 1980, habiendose registrado 201
personas fallecidas entre 1941y 1980. Las defunciones
se presentaron en los tres focos epidemioldgicos: 54
en Guayana (27,0%), 63 en el Lago de Maracaibo
(31,5%) y 83 en San Camilo (41,5%).

Luego de aproximadamente 18 afios de
silencio epidemioldgico (ausencia de casos), en
Venezuela se han presentado nuevamente personas
con esta enfermedad. En el mes de Julio de 1998,
ocurri6 un brote epidemiologico que totalizo 15
casos con cuatro personas fallecidas en la poblacion
indigena Yanomami del estado Amazonas. En 1999, se
notificd un nuevo caso en un turista norteamericano,
que visito el area de Canaima y fallecid en su pais de
origen (Paublini, 2004).

Durante el afio 2003 (semana epidemioldgica
N° 40), se confirmaron 40 casos de fiebre amarilla
selvatica en los estados Tachira, Zulia y Portuguesa
(Tabla II), con 20 defunciones. Estas tres entidades
venezolanas representaron el 50% del total de casos
en el pais. Evaluaciones hechas en la region, en enero

de 2003, determinaron en diversas localidades en
el area del Lago de Maracaibo, varios hospederos
infectados por el virus de la fiebre amarilla, que se
describen en la Tabla II.

Por esta razdn en este trabajo nos planteamos
el estudio de la distribucion espacial de las areas de
riesgo epidemiologico del virus de la fiebre amarilla
en el municipio Jesus Maria Semprun del estado
Zulia.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El area de estudio estd ubicada al sur-oeste
del estado Zulia en el occidente de Venezuela, a los
8°307-9°30" Ny 72°16°-72°23" O, aproximadamente
(Fig. 1). Esta se encuentra emplazada al suroeste del
Lago de Maracaibo, estado Zulia; region selvatica
con uno de los promedios de precipitacion mas altos
del pais (MARN, 2005) entre 1500 y 3000mm por
afio, condiciones acompafiadas con registros de
temperatura del aire calidos y cuya minima media
es mayor a los 22°C. Estas condiciones climaticas,
aunadas a la presencia del mosquito vector y de los
monos que actuan como reservorios, favorecen el
establecimiento del ciclo selvatico de transmision del
virus de la fiebre amarilla (Linares, 1998).

Se tomaron en consideracion dos grupos
de variables que luego se cruzaron para analisis
posteriores. El primero se refiere a las condiciones
fisicas del area, descritas mas adelante y que
determinan las condiciones de vida del vector. El
segundo grupo correspondié a las condiciones socio-
econdmicas de la poblacion que se emplaza en el area
de estudio. El analisis de las variables del primer grupo
de informacion sirvié para caracterizar la amenaza
epidemiologica, y el segundo, para definir las areas
de vulnerabilidad epidemiologica. La integracion
de ellos permitié definir las unidades espaciales de
riesgo epidemioldgico. El cotejo de los resultados
parciales es una aproximacion al analisis espacial y

Tabla I. Distribucion mensual de las muertes en Venezuela por fiebre amarilla selvatica, (1941-1983).
Direccion de Vigilancia Epidemiolégica (MSDS, 2005).

Meses Ene. Feb. Mar. Abr. May. Jun. Jul. Ago. Sep. Oct. Nov. Dic. Tot.
Frec. 10 7 5 5 4 21 31 33 32 26 14 12 201
% 5,0 3,5 25 25 2,0 10,5 15,5 16,5 16,0 13,0 7,0 6,0 100

Fuente: Archivos del Departamento de Fiebre Amarilla y Peste, MSAS, Venezuela.
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Tabla Il. Nomero de casos de humanos y vertebrados silvestres infectados por el virus amarilico (Enero
de 2003), en las localidades de Casigua-El Cubo, municipio J. M. Semprum, estado Zulia (MSDS, 2005).

Numero Vertebrados humanos y subhumanos Localidad
1 Humano El Socorro
2 Humano El Socorro
3 Humano El Socorro
4 Humano El Socorro
5 Araguato Finca Monte Claro
6 Araguato Finca Monte Claro
7 Araguato Finca Monte Claro
8 Araguato Finca El Galpon
9 Mono Cebu Parcela Puerto Tigre
10 Mono Cebu Parcela Puerto Tigre
11 Araguato Parcela Puerto Tigre
12 Araguato Finca San Luis
13 Araguato Finca San Luis
14 Araguato Finca San Luis

permite realizar estudios posteriores dentro de estos
ambitos (Hainning, 1994; Donald, 2000; Sacz-Saez,
2003).

Criterios para el establecimiento de la amenaza
epidemiologica de la enfermedad

La amenaza epidemiologica se determind en
funcion del analisis de los factores fisico-naturales
y epidemiolégicos, que definen al virus de la fiebre
amarilla selvatica considerados para el municipio.
Las variables tomadas en cuenta y que favorecen la
ocurrencia de la enfermedad, fueron: precipitacion
y temperatura del aire, altitud, hidrografia, relieve,
vegetacion y las actividades antropicas, como labores
agricolas, extractivas, entre otras. Para el caso de
la hidrografia y vegetacion, espacios donde estan los
criaderos y reservorios, se trazo un buffer o distancia
de 0,25 Km de radio, el cual determinaba el grado de
amenaza, respondiendo a la capacidad de movimiento
del mosquito desde esos puntos y a sus alrededores,

como una de las caracteristicas ecologicas del
mosquito. Finalmente se representaron espacialmente
las unidades con los diferentes grado de amenaza
para la poblacion, asignandole a las variables valores
numéricos 1, 2, 3 y 4 (escala arbitraria), directamente
proporcional con las caracteristicas que hacen posible
la ocurrencia del virus amarilico (Tabla III).

Criterios para el establecimiento de la vulnerabilidad
de la poblacion ante el riesgo epidemiologico del
virus amarilico

Se evaluaron aquellos factores antropicos
que determinan el riesgo epidemiologico a contraer
el virus de la fiebre amarilla, en particular, las
actividades socio-econdomicas que desempeiian los
habitantes del area de estudio, la proximidad de los
centros poblados y de la vialidad a las zonas de mayor
amenaza que expone a su poblacion a un mayor riesgo
de contraer la enfermedad. Igual que en la situacion
de amenaza, se asignaron a las variables valores

Tabla lll. Grados considerados para la amenaza y la vulnerabilidad segun categorias asignadas a las
variables a caracterizar el riesgo epidemiolégico, Municipio J. M. Semprum, estado Zulia.

Grado de amenaza Grados de vulnerabilidad Categoria
Muy alta Muy alta 4
Alta Alta 3
Moderada Moderada 2
Baja Baja 1
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numéricos 1, 2, 3 y 4 (escala arbitraria), directamente
proporcional con las caracteristicas que pudieran
hacer posible la infeccion por el virus amarilico. El
resultado de la caracterizacion de la vulnerabilidad fue
su representacion espacial por grados segun criterios
asignados a las variables consideradas (Tabla III).

Criterios para el establecimiento de los riesgos
epidemioldgicos asociados al virus de la fiebre
amarilla selvatica

Se establecid el riesgo epidemioldgico a
travésdelasuperposicidndelacartografiarepresentada
por la amenaza epidemioldgica y la vulnerabilidad
de la poblacién, dando como resultado sectores
que poseen diversos grados de riesgos a contraer la
enfermedad, segin varias categorias definidas: muy
alto, alto, moderado y bajo. En el analisis espacial, la
distribucion de la enfermedad en el area de estudio se
interpretd en funcion de la superposicion de cada una
de las capas tematicas cartograficas que se realizaron,
con el uso de la herramienta de los Sistemas de
Informacién Geograficos (SIG), programa MaplInfo,
version 7.0 (2005). Se tomaron en cuenta las siguientes
situaciones:

_____________ » Amenaza
—— > Vaulnerabilidad

Criterio 2

Criterio 1

Area fuerte amenaza Area con baja
y aumento de la amenaza y baja
vulnerabilidad: vulnerabilidad:

riesgo alto riesgo bajo
Criterio 3 Criterio 4
\\
\\
\\
\\
Y
Area con baja Area con alta
amenaza y alta amenaza y baja
vulnerabilidad: vulnerabilidad:
riesgo alto riesgo bajo
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RESULTADOS Y DISCUSION
Grado de amenaza epidemioldgica

De acuerdo a las caracteristicas fisicas
analizadas, se obtuvieron diversos rangos de
distribucion de la amenaza que dan origen a la Fig.
2, donde se aprecian las unidades espaciales que se
resumen en el Tabla IV. En la Tabla V se aprecia, en
resumen, el conjunto de variables seleccionadas para
caracterizar la amenaza en el area de estudio.

La vegetacion del area es heterogénea y
cambia segun los distintos pisos altitudinales. La
mayor parte corresponde al bosque hiimedo tropical
en la planicie aluvial, mientras que en la Sierra de
Motilones la vegetacion es densa, de bosque muy
himedo tropical y arboles mayores a 20 metros de
altura. Las zonas de bosques de galeria, en la planicie
aluvial con pendientes menores al 1% y altitudes
desde los 0 metros sobre el nivel del mar (msnm),
con frecuentes areas cenagosas, hasta las mayores
y mas fuertes elevaciones montafiosas de la Sierra
de Motilones, situada al Noroeste de la zona, con
pendientes entre 50% y 60%, y altitudes hasta de
3000 m snm resultan de muy alto grado de amenaza
epidemioldgica, para los habitantes del municipio
Semprun. Esta regién se ubica a ambas margenes
de los principales y mas caudalosos cursos hidricos
del area, localizada hacia la parte sur, ocupan 38.889
hectareas (ha), representa el 7,50% del area de estudio
(Fig. 2). La fisiografia del area va desde los relieves
bajos de la planicie aluvial al Noreste y Sur de la
zona. Presenta un promedio anual de precipitaciones
entre 1.400 mm, hacia el Noreste y Sur en la planicie
aluvial, y mas de 4.400 mm en la Sierra de Motilones,
al noroeste, presentandose lluvias durante todo el
afio sobre la zona (MARN, 2005). Las temperaturas
minimas medias del aire (como condicioén extrema a
considerar de esta variable) son menores a los 22°C
hacia el noroeste en la Sierra de Motilones, mientras

Tabla IV. Grado de amenaza de las unidades
espaciales identificadas en el municipio J. M.
Semprum, estado Zulia.

Grado Ubicacion de las zonas epidemioldgicas

Muy alta Bosques de galeria

Alta Planicie aluvial

De moderada | Noroeste del municipio Sempran
a baja (Sierra de Motilones)
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Tabla V. Resumen del grado de amenaza y vulnerabilidad de las variables consideradas para determinar
el riesgo epidemiolégico de la fiebre amarilla selvatica, municipio J. M. Semprum, estado Zulia

Grado
Variable Muy Alta Alta Moderada Baja
Meses y numero de dias Mar a Nov7 a 10 Dic a Mar3 dias,
de lluvia dias, (*)Pp>9,9 mm Pp>9,9 mm
Temperatura del aire >22°C <22°C
< HidrografiaArea de Mayores a 250
g influencia Hasta 250 metros metros
"'EJ Altitud msnm (**) 0-300 300-600 600-700 >900
< Criaderos Hasta un Mayores a un
kildmetro kilometro
" Hasta un Mayores a un
Vegetacion kildmetro kildmetro
. Estudiantes
. ” Agricultores y Obreros de ; )
Ocupacion de la poblacién Madereros trabajadores
;j ganaderos carretera petroleros
é Vialidad Hasta un kilémetro Sin vialidad
i
b4 . . s " Ambulatorio rural,  Hospital, hasta
3 Centros Asistenciales Sin instalaciones hasta 5 km 10 km
= Hasta un Mayores a un
Centros Poblados kilometro kilometro

(*) Pp= precipitacion; (**) msnm: altitud en metros sobre el nivel del mar.

que esta situacion cambia para toda la planicie aluvial,
donde las temperaturas superan los 22°C. Estas
areas de planicies y bosques de galeria, representan
también el habitat de preferencia para el reservorio
mas importante del virus amarilico, el mono araguato
(Alouatta seniculus seniculus) (Linares, 1998).

El grado de amenaza epidemioldgica alta
ocupa la mayor extension de la planicie aluvial,
ubicada hacia la parte Noreste y Sur del area de
estudio, 379.506 ha y representa 73,12% del total de
la zona. Casi toda el area que integra al municipio
Semprin posee las cualidades fisico-ambientales
propicias para el sostenimiento de la enfermedad, con
precipitaciones entre 1400 a 2200 mm en promedio
anual, temperatura del aire minima media anual mayor
a 22 °C, en espacios de cultivos, bosques, bosques
remanentes, suelos desnudos y zonas de inundacion.
Los habitats mas favorables del hospedero y del
vector, sin embargo, estan unicamente localizados en
los bosques de galeria, en las copas de los arboles,
para el caso de los primates, y en las bromelias y otras
epifitas situadas en el techo arboreo, para el caso del
insecto (Fig. 2).

La Sierra de Motilones representa un grado
de amenaza epidemiologica de moderada a baja. Se

76

localiza hacia la parte Noroeste, ocupa 100.605 ha,
y representa 19,38% del municipio. Es importante
destacar que esta zona tiene las mayores altitudes y
menores temperaturas del area de estudio (Fig. 2). Se
identifican espacios con alturas de 250 hasta mas de
2000 msnm, pendiente de 5 a 60%, se caracteriza por
presentar lluvias medias anuales de 3000 a 4000 mm,
en la que en un mes lluvioso se pueden registrar hasta
600 mm de lluvia, la temperatura minima media del
aire puede estar entre 20-21 °C.

Esto no significa que las condiciones fisico-
ambientales no sean favorables para la enfermedad,
dada las circunstancias de disminucién progresiva
de la temperatura del aire e incremento de la lluvia.
Aunque se pueden identificar espacios bajo ciertas
condiciones y niveles de altitud, para algunas especies
de mosquitos, estos espacios no constituyen el habitat
del reservorio del virus amarilico, ni tampoco el de la
especie Haemagogus transmisor de la infeccion.

Grado de vulnerabilidad de la poblacion

De la combinacion de los rangos expuestos
y resumidos en la Tabla V, se gener6 el mapa de la
vulnerabilidad de la poblacién a adquirir el virus
de la fiebre amarilla (Fig. 3), en donde los espacios

BOLETIN DE MALARIOLOGIA Y SALUD AMBIENTAL
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Tabla VI. Grados de vulnerabilidad en unidades
espaciales identificadas en el municipio J. M.
Semprum, estado Zulia.

Saez-Saez V. et al.

Tabla VII. Niveles de riesgo epidemiolégico
para el municipio J. M. Semprun, estado Zulia,
Venezuela.

Grados de vulnerabilidad de L,
Ubicacion de la zona

la poblacién
Muy alta Bosques de galeria
Al sur del rio Catatumbo
Alta L -
(planicie aluvial)
Moderada Al norest_e _del municipio
(planicie aluvial)
Baja Al noroeste del municipio

(Sierra de Motilones)

de bosques de galeria y al sur del rio Catatumbo
corresponden a las areas de mayor vulnerabilidad
(Tabla VI).

La vulnerabilidad de la poblaciéon es muy
alta hacia el Sur del rio Catatumbo, en las zonas de los
bosques de galeria, ocupan 23.387 ha, y representa
4,5% del total del municipio. Esto se debe a que una de
las principales actividades que practica la poblacion,
son las labores agricolas-ganaderas y éstas se realizan
muy proximas a las zonas de bosques de galeria.

La vulnerabilidad de la poblacion es alta,
hacia el Sur del rio Catatumbo, en la planicie aluvial,
ocupa207.366 hay representa 40% del total del area de
estudio. La principal caracteristica que tiene esta zona
es que esta atravesada por la principal y tinica via de
comunicacion existente entre los centros poblados del
municipio Semprun: la carretera Machiques-Colon,
en consecuencia pone en contacto a las personas con
los focos de infeccion, agilizando su cercania con las
areas endémicas de fiebre amarilla selvatica.

La vulnerabilidad de la poblacion es
moderada, hacia el noreste del area de estudio, en la
planicie aluvial, representan 187.642 ha, 36,12% del
municipio. En la parte Noreste de la planicie aluvial,
los recursos hidricos existentes son menos abundantes,
poco caudalosos y tienen un régimen intermitente,
en consecuencia, son bosques de galeria menos
densos en comparacion a los bosques de galeria de
los rios caudalosos y de régimen permanente, tales
como: Lora, Oro, Catatumbo, Socuavo, Tarra y Zulia
(Fig.1). Los bosques de galeria de rios con regimenes
intermitentes, tienen arboles mas dispersos, menos
frondosos y de porte mediano a bajo, crecen y se
transforman durante las temporadas de intensas
precipitaciones (desde abril hasta noviembre)

Vol. XLVII, N° 1, Enero-Julio, 2007

Niveles de riesgo Ubicacion de la zona

Muy alto Bosques de galeria
Al sur del rio Catatumbo,
Alto L .
en la planicie aluvial
Moderado Al noreste d_el_mun|c_|p|o, en
la planicie aluvial
. Al noroeste, en la sierra de
Bajo

Motilones

renovandose y dando vida a sus tallos, hojas, flores
y frutos, solo bajo elevadas condiciones de humedad.
Causan la escasa presencia de insectos y de primates
reservorios del virus, ya que en medios con estas
caracteristicas, las condiciones minimas ambientales
no son favorables para el establecimiento y habitat
permanente de las especies animales portadoras y
vectores de la fiebre amarilla selvatica.

La vulnerabilidad de la poblacion es baja,
hacia el noroeste del municipio Semprun, en la Sierra
de Motilones, con una extension de 100.605 ha, y
representa 19,38 % del area de estudio. La principal
caracteristica que tiene esta zona, es el emplazamiento
de un solo centro poblado denominado Yera, de
dificil acceso, por no tener vias de comunicacion que
permitan su paso. Ademas no deberia haber presencia
del vector transmisor, ni del primate reservorio de
la enfermedad, motivado a los niveles altitudinales
que presenta la zona y la abrupta topografia existente
en la Sierra de Motilones, los cuales difieren
significativamente de los limites favorables para la
presencia de estos organismos.

Determinacion del riesgo epidemiologico

Para la espacializacion del riesgo
epidemioldgico del municipio Jesiis Maria Semprun
del estado Zulia, se procedio a la superposicion de
las unidades estimadas en los mapas de amenaza
epidemioldgica, dada por los elementos fisicos y
vulnerabilidad de la poblacion, asignandole un mayor
peso a esta ultima, debido a que esta es la que afecta
a la poblacion.

En funcidén de estos criterios al combinar
los niveles o grados de amenaza epidemioldgica

con la vulnerabilidad de la poblacion descritos

79



Riesgo epidemiologico de la fiebre amarilla

euefieq ewnzajuo ‘or
Apey selg "o
ueusaH a
1EPIA 2985 2985 "I
‘a0

S3PEPAWLBILT 3P LDIDRUIPIOO] * [BJUBIQUI] OLIEJUES

09 91 2 ofleq eidoud :upeiogeg
“NYWH *S340pa0y 3P |oauo] £ seonoozul
epue| By, 3p UDIRUIPIOOD "SOSK 13JUBNS

(5A01) JeAJIOg UpWIS E[BNZaUs, 3 00YEBORY OINYSU] el IBOpED 358G

[BpEIST BALEISY UOIDEMIS

|euDIJeLIIU| ILLM
oidiaiungy ap auwn
PEpIEIA
eyelfoipiH
sope|god soquad

[BUOIDEN BAIE[SY UOIDENIS

SITUYNOIDNIANOD SONIIS

ofeg
opesapop Y
o []

oy Ay B2

VANIATT

‘(ejonzaus) ‘elinZ ope)sa

‘unidwag oidiouniy)

BOIJBAISS E||lLIewe a1gal) ap
oo16gjoiwapide obsary ‘¢ ‘614

3

T

_He:_.e_:w_ . mREL \ 7 AL 4 m
ot i \

Y ot |8
o Tl i
RO momenw_s [

aoama (£, orus /
. 7 7
57 70
N / ﬁ\\ / ¥
i /
,QQ/Q.Q%E. m\m.w.ﬂ..@ {
\\
' i
Lo
/ VYIGWO01003d voIT1and3ay
e .
18517 dum |
" \
g Y
frSevmmaen \
!
= Y
3 i
~
m ~ | &
£ L / / .
V3 +o1 oxswRiy /M 2 7 Nex,
% S /
/ . N J /
s / . - {
oaurvess cund { 4 N\
S PN 1 ] h
RS NN u o
AN
)
A2 ﬁ 7
0aWNLYLYD T > 7
OIdIJINAW 7
¥
7
7
bela s it ) \“
& L ~F
L) 2:11 Nt -
cRigloyen X 4 m
1 S oty € 4 .A.l 8
¥ Y - ¥ 1
il YUY i R V(I¥3d 30 SINDIHIVIA DIdIJINAW z
¢ AL 3 /
F i
cubaN Ade ﬂ i “ \\\/\Jlf
i ,00,0€0Z2 M ,00,000EL i, 8Z EZoEL

BOLETIN DE MALARIOLOGIA Y SALUD AMBIENTAL

80



anteriormente, surgen los niveles de riesgo
epidemiologico, expresadas igualmente en unidades
espaciales, especificados en la Tabla VII.

En la Fig. 4, se aprecia que gran parte del
municipioJesus Maria Semprun, estaenmuyaltoriesgo
epidemiologico, unas 23.387 ha, correspondientes a
4,5% del area de estudio. Esta zona pertenece a los
espacios conformados por los bosques de galeria, a lo
largo de los principales cursos de aguas del area, tales
como: el rio Catatumbo, Socuavo y Tarra, entre otros,
donde estan la mayoria de los centros poblados de esta
area de estudio: Campo Alegre, Campo Hermoso, el
Naranjal, Placita, Puerto Catatumbo, Puerto Socuavo,
Ri6 de Oro, Sardinata Tibi y Tres Bocas. En esta
area se concentran las condiciones fisico-naturales
propicias para el habitat del vector transmisor y para
el reservorio de la fiebre amarilla selvatica.

La zona de alto riesgo epidemiolédgico la
conforma la planicie aluvial, con unas 207.366 ha,
representa 40% del total de la zona, localizada al sur
del municipio Semprun. En esta area estan numerosos
centros poblados, muchos de ellos alejados de la
zona de bosques de galeria, teniendo un alto riesgo
epidemioldégico cuando se acercan a las fajas de
los bosques de galeria, donde esta el habitat de
Haemagogus spp., y del mamifero primate reservorio
(araguatos del género Alouatta) de la fiebre amarilla

(Fig. 4).

La zona de moderado riesgo epidemioldgico
esta localizada al noreste del area de estudio y forma
parte de la planicie aluvial y ocupa 187.642 ha,
equivalentes al 36,12%. Esta porcion del municipio
es atravesada por la carretera Machiques-Colon,
permitiendo a pobladores y visitantes desplazarse
libremente a través del municipio Semprin. Esta
unidad alcanza estd denominacién porque los
limitados recursos hidricos existentes, no permiten
la formacion de bosque de galeria de abundante y
densa vegetacion, apto para el habitat de las especies
animales que guardan y transmiten la fiebre amarilla
selvatica. La unidad espacial cuenta con asistencia
médica de dos ambulatorios rurales tipo I y II, en los
centros poblados de El Rosario y El Cruce (Fig. 4).

La zona de bajo riesgo epidemiologico se
localiza hacia el noroeste del municipio en la Sierra de
Motilones, ocupa 100.605 ha y representa 19,38% del
area de estudio. Esta parte tiene ciertas condiciones
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fisico-naturales para la endemicidad del virus, pero
aunque se pueden encontrar a ciertas altitudes el
vector transmisor de la enfermedad, no es el habitat
del primate reservorio del virus, ni tampoco hay
concentracion de centros poblados, que puedan ser
expuestos a la enfermedad. Ademas, la inexistencia
de vialidad hacia la Sierra de Motilones, dificulta el
desplazamiento de los habitantes (Yera) hacia otras
zonas de la planicie aluvial que constituyen mayor
riesgo epidemiologico para el hombre (Fig. 4), por
tanto, el riesgo queda disminuido al minimo nivel en
esta unidad espacial.

En conclusidn, el presente estudio constituye
un aporte de la Geografia Médica a la caracterizacion
epidemiologica de la amenaza y riesgo de fiebre
amarilla selvatica en el municipio Semprtn del estado
Zulia.

La determinacion del riesgo epidemiologico
de la fiebre amarilla selvatica a través del cotejo de las
condiciones fisicas naturales que favorecen al vector,
a los reservorios y la vulnerabilidad a la que esta
sometida la poblacion es un método, que puede ser
visto como una propuesta que atentie el problema de
salud en la poblacion, ya que ofrece la alternativa de
espacializar areas para el control de la enfermedad.
Se aprecia que el riesgo epidemioldgico es una
constante para la poblacion humana que habita o
se desplaza dentro del area, debido a su caracter de
endemicidad y a las condiciones fisico-naturales
existentes; por tanto, se recomienda una serie de
propuestas con el fin de aportar soluciones que
minimicen el problema que causa esta enfermedad
a los pobladores del municipio Semprun, entre
ellas, mejorar los servicios de redes como vias de
comunicacion entre los centros poblados pequefios y
medianos, fortalecer la red ambulatoria del municipio
y asignar especialistas en el area de epidemiologia,
aumentar la campafia y medidas sanitarias con el
objeto de ejercer mayor control sobre la poblacion
de mosquitos, asi como considerar la aplicacion de
la vacuna antiamarilica con la frecuencia del caso en
la poblacién del municipio o en las areas de mayor
riesgo epidemiologico.

El conocimiento fisico de las condiciones
del medio y la evaluacion de las actividades
que desempefia la poblacion, se convierten en
herramientas que posibilitan la comprension de la
complejidad que representa la ocurrencia de casos de
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fiebre amarilla selvatica y de otras enfermedades de
origen metaxénico.

Preliminary study of the epidemiological
spatial risk of sylvatic yellow fever in the
municipality of Jesis Maria Semprun, Zulia
State, Venezuela

SUMMARY

The present work represents an exploratory
study whose objective is to link the physical-
environmental and socioeconomics conditions of
the municipality Jesus Maria Semprun with the
identification of areas epidemiological risk for yellow
fever virus. We selected environmental physical
records (vegetation, precipitation, air temperature,
geomorphology, fauna) and socioeconomic records
(activities of the population, presence of basic
services). We determined spatial units of diverse
degrees of threat and vulnerability which allowed
the later spatialization of risks within the Semprin
municipality. The results suggest three large spatial
units, where water courses link forests in the center
and the west of the study area representing the spaces
of the highest epidemiological risk.

Key words: rainfall, air temperature, yellow fever,
risk, vulnerability, epidemiology, Venezuela
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Uso de proteinas como alternativa diagnodstica para discriminar infecciones
entre Trypanosoma vivax'y Trypanosoma evansi

Ana Maria Bolivar!, Armando Reyna-Bello?, Francisco Garcia®, Pablo Garcia-Lugo',
Gladys Crisante', Agustina Rojas' & Nestor Afiez'*

Tripomastigotes sanguicolas de Trypanosoma vivax y Trypanosoma evansi obtenidos de
infecciones experimentales en ovejas y ratones respectivamente, fueron utilizados para purificar y
caracterizar proteinas citosélicas mediante el método de particion con Triton X-114. Los resultados
revelan diferencias en los patrones proteicos entre las dos especies. Asimismo, las reacciones
antigénicas mediante Western blot utilizando suero de animales naturalmente infectados, permitio
discriminar las infecciones entre ambos parasitos. Se sugiere la utilizacion de esta metodologia como

una prueba diagnostica confiable.

Palabras claves: 7. vivax, T. evansi, diagnostico, proteinas.

INTRODUCCION
Trypanosoma  (Dutonella)  vivax 'y
Trypanosoma  (Trypanozoon) evansi han sido

incriminados como responsables de infecciones
sufridas en una amplia gama de hospedadores en
regiones tropicales y subtropicales de Suramérica,
Asia y el norte de Africa. Entre los grupos mas
afectados se destacan bovinos, equinos, bufalinos,
caprinos, ovinos, caninos, suinos, ciervos y camellos,
los cuales presentan variaciones clinicas durante
la infeccién observandose desde una forma aguda
hasta la crénica, pasando por estados completamente
asintomaticos o de portador sano, situacion por la cual
algunos de ellos pudieran actuar como reservorios
naturales (Luckins, 1988; Sandoval er al., 1996;
Tamasaukas & Roa, 1996; Espinoza et al., 2002).
En Venezuela, el efecto de estos parasitos sobre el

Investigaciones Parasitologicas “J. F. Torrealba”, Universidad
de los Andes, Facultad de Ciencias, Departamento de Biologia,
Meérida, 5101, Venezuela.

2Universidad Simon  Rodriguez-IDECYT, Laboratorio
Inmunologia, Caracas, Venezuela.

3Catedra de Parasitologia, Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Central de Venezuela, Aragua, Venezuela

de

* Autor de correspondencia: nanes@ula.ve

83

contingente ganadero es poco conocido debido a los
escasos estudios sobre su incidencia y su prevalencia,
situacion que plantea carencia de datos precisos sobre
aspectos epidemiologicos para ambas infecciones
(Rivera, 1996; Garcia et al., 2000).

Las infecciones causadas por 7. vivax y
T. evansi se ubican entre las principales entidades
nosologicas de importancia econdmica en América,
ejerciendo un fuerte impacto sobre la salud y
reproductividad en rebafios vacunos y equinos. De
alli la relevancia de su estudio y el desarrollo de
investigaciones que coadyuven a su control, siendo
uno de los aspectos indispensables para ello, obtener
un diagnoéstico certero y efectivo que supere la
baja sensibilidad y especificidad de los métodos
convencionales empleados hasta el presente (Garcia
& Mendoza-Leon, 2000; Tamasaukas et al., 2000).
Esto se impone ya que debido a la dificultad de aislar
y caracterizar antigenos de 7. vivax, es comun la
utilizacion de antigenos de 7. evansi aprovechando
la similitud antigénica compartida para realizar
diagnosticos en infecciones por 7. vivax (Uzcanga
et al., 2002, 2004). Esta practica diagndstica pudiera
arrojar falsos positivos en zonas ganaderas donde
ambas tripanosomiasis coexisten (Toro et al., 1980).
Justificado por lo anterior, en el presente trabajo se
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presenta el desarrollo de una metodologia que permite
discriminar infecciones causadas por ambos parasitos
utilizando proteinas especificas para cada especie cuya
inmunogenicidad permite un diagndstico alternativo.

MATERIALES Y METODOS

Fraccionamiento proteico de las formas sanguicolas
de T. vivax y T. evansi

Las formas sanguicolas de 7. vivax fueron
aisladas y purificadas siguiendo la metodologia
descrita por Gonzalez et al. (2005). Una vez obtenidos
los parasitos libres de elementos sanguineos (2x109),
fueron fraccionados siguiendo la metodologia
descrita por Ko & Thompson (1995) y Afiez-Rojas
et al. (2006) utilizando el método de particion con el
detergente Triton X-114. Brevemente, el concentrado
de parasitos (pellet) colectado fue resuspendido
en buffer 1 (10mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 2%
Triton X-114, pH 7.4) el cual contenia un pool
de inhibidores de proteasas (Roche), en agitacion
durante 1h a 0°C y luego centrifugado a 7.200x g a
0°C por 10 min. El pellet (Pi) obtenido conteniendo
las proteinas de membrana no solubilizadas por el
Triton X-114, fue lavado con buffer 2 ( 10mM Tris-
HCIl, 150 mM NacCl, 0.06% Triton X-114, pH 7.4) y
mantenido a -20°C. El sobrenadante fue mantenido a
-20°C durante 24 h y luego descongelado lentamente
a temperatura ambiente colocandose durante 12 min
a 32°C para obtener la primera particion (P1). P1 fue
luego centrifugado a 3.000xg por 3 min obteniéndose
dos fases. La fase acuosa obtenida, conteniendo las
proteinas hidrofilicas (F3) fue separada y mantenida
a -20°C. La fase detergente fue resuspendida en 3V
del buffer 2 arriba indicado y mantenido por 15 min a
0°C. El proceso de particion (P1) fue repetido y la fase
acuosa conteniendo el resto de proteinas hidrofilicas
fue descartado. La fase detergente fue mezcladacon3V
del buffer 2, mantenida a 0°C por 10 miny centrifugada
a 18.000 x g a 0°C por 10 min. El pellet conteniendo
proteinas hidrofobicas, no ancladas por GPI (F1) fue
mantenido a -20°C. El sobrenadante fue sometido
a un segundo proceso de particion. Las proteinas
contenidas en la fase detergente resultante fueron
precipitadas con 3V de acetona fria y centrifugadas
a 3.000 x g durante 7 min a 0°C para obtener
proteinas ancladas por GPI (F2). Este procedimiento
permitio la separacion de las proteinas de 7. vivax
en cuatro fracciones: Pi conteniendo proteinas de
membrana que no solubilizan con el Triton X-114;
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F1 conteniendo proteinas integrales de membrana
no ancladas por glicosil-fosfatidil-inositol(GPI);
F2 proteinas de membrana ancladas por GPI y F3
proteinas citoplasmaticas (hidrofilicas). Las proteinas
de F2 y F3 fueron precipitadas con tres voliimenes
de acetona fria y cada fraccion fue homogeneizada
en buffer de muestra (Tris-HCI 62 mM, SDS 2%,
glicerol 10%, azul de bromofenol 0,05%, pH 6,8).
Para evidenciar la presencia especifica de proteinas
ancladas por GPI se procedio a realizar un tratamiento
con fosfolipasa C como fue previamente indicado por
Ko & Thompson (1995) y Afiez-Rojas et al. (20006),
el resto de las proteinas lograron separarse por sus
caracteristicas de hidrofobicas (F1) y de hidrofilicas
o citoplasmaticas (F3).

El fraccionamiento proteico de las formas
sanguineas de 7. evansi se realizd siguiendo
el procedimiento descrito para 7. vivax. Los
parasitos (1,5x10%) fueron obtenidos al infectar
experimentalmente ratas albinas con 7. evansi aislado
de Hydrochoerus hydrochoerus, procedente del
estado Apure, Venezuela y purificados siguiendo la
metodologia descrita por Lanham & Godfrey (1970).

Electroforesis en geles de poliacrilamida con
Dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE).

La electroforesis fue realizada en presencia
de SDS, sobre geles de poliacrilamida al 12% y 0,75
mm de espesor en un sistema de Mini-Protean I1I-
BIO-RAD, siguiendo el procedimiento descrito por
Laemmli (1970). Los geles fueron corridos a voltaje
constante de 100v. Las proteinas fueron coloreadas
con Azul de Comassie R-250. Cada carril contenia
15% de cada fraccion (15 pl) previamente calentados
a 90°C durante 3 minutos, en presencia de 50 mM de
ditiotreitol (DTT).

Andalisis por Western blot.

Realizada la electroforesis (SDS-PAGE)
de la fraccion F3 de cada parasito, las proteinas
fueron electro-transferidas a membranas de PDVF
(Inmobilon P), aplicando una corriente de 30V,
durante 14 horas a 4°C, segun Winston ef al. (1987).
La inmunodetecciéon de antigenos fue realizada
previa permeabilizacion de la membrana con
alcohol isopropilico 70% e incubadas con suero de
bovino o equino (dilucién 1:100). Las membranas
fueron incubadas con la apropiada dilucion de los
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anticuerpos secundarios, conjugado anti-bovino
IgG peroxidasa (1:10.000) o conjugado anti-equino
IgG fosfatasa alcalina (1:10.000). Finalmente, las
bandas de los polipéptidos fueron visualizadas por la
adicion de 4-chloro-1-naphthol-H,0, y NBT (Nitro-
blue tetrazolium)-BCI (5-Bromo-4-Cloro-3-indolyl-
fosfato) respectivamente.

RESULTADOS

Aislamiento y andlisis de proteinas de Trypanosoma
vivax y T. evansi.

El patron electroforético mostrado por
ambos parasitos en las diferentes fracciones permitio
visualizar una mayor concentraciéon proteica en
las muestras correspondientes a las proteinas del
citoplasma (F3). Para 7. vivax el patrdén proteico
detectado en la F3, revel6 la presencia de bandas
polipeptidicas entre los 33,9 kDa y 73 kDa de
masa molecular, con dos bandas bien diferenciadas
cercanas a los 47,5 kDa. El patrén detectado en las
fracciones de T evansi fue similar al observado en las
fracciones de proteinas obtenidas para 7. vivax. Sin
embargo, fue posible detectar diferencias notables
entre las fracciones. Los polipéptidos mayoritarios de
la F3 de T. evansi se concentraron entre 34,0 kDa y
70,0 kDa con una banda bien diferenciada sobre los
33,9 kDa no detectada para 7. vivax. Las proteinas
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insolubles en Triton X-114 bajo las condiciones
utilizadas (P1) presentan bandas de proteinas que
pudieran ser consideradas similares a las presentes
en F1 y F2 en ambas especies. Detalles sobre los
patrones proteicos revelados en las dos especies de
Trypanosoma (Fig.1).

Caracterizacion  inmunologica  de
citoplasmaticas de T. vivax y T. evansi.

proteinas

Las proteinas de la fraccion F3 de T vivax
y de T evansi fueron confrontadas con sueros de
referencia de equino y bovino positivos a 1. evansi
(Fig. 2A) y T vivax (Fig. 2B), respectivamente. Este
ensayo permitio visualizar proteinas de 7. evansi
en presencia del suero de bovino positivo a 7. vivax
(Fig. 2B), representado por dos bandas de 34 kDa y
70 kDa y proteinas de 7. evansi en presencia de suero
de equino positivo a 7. evansi (Fig. 2A), mostrando
bandas de 29 kDa y 64 kDa. Asimismo, como era
de esperarse, se revelaron proteinas de 7. vivax en
presencia del suero de bovino positivo a 7. vivax
(Fig. 2B), mostrando 2 bandas de 32 kDa y 66 kDa.
Sin embargo, no se observé respuesta inmunogénica
sobre las proteinas F3 de 7. vivax cuando estas fueron
confrontadas con suero de equino positivo a 7. evansi
(Fig. 2A). En las proteinas insolubles en Triton X-114
(P1-T vivax) se visualizé un polipéptido de 54 kDa al
incubar las membranas con el suero de bovino positivo
a T vivax [no mostrado, ver Bolivar ef al. (20006)].

Fig. 1. Fraccionamiento proteico en formas sanguicolas de Trypanosoma vivaxy T. evansi. F2, F1, F3
y P1, corresponden a las fracciones obtenidas de cada parasito. Los carriles contienen 10% de las
proteinas presentes en cada fraccion. M: marcador de peso molecular.
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Fig. 2. WESTERN BLOT para la deteccion de
proteinas inmunogénicas en fracciones citosélicas
(F3) de T. vivax (T.v) y T. evansi (T.e). A: fracciones
reveladas con suero de equino positivo a T.
evansi; B: fracciones reveladas con suero de
bovino positivo a T. vivax. M: marcador de peso
molecular.
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Pruebas de especificidad

Con el fin de determinar la especificidad
de la reaccion, fracciones proteicas de 7. vivax
fueron enfrentadas con sueros de bovinos positivos
a Anaplasma marginale, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium paratuberculosis y suero de equino
positivo a 7. evansi no evidenciandose respuesta
antigénica alguna.

DISCUSION

En el presente estudio se registra el
desarrollo y ejecucion de una metodologia basada
en el fraccionamiento de las formas sanguicolas de
T vivax y T. evansi, la cual permiti6 la obtencion de
proteinas inmunogénicas capaces de diferenciar los
dos parasitos y reconocer su capacidad antigénica.
Este hallazgo preliminar pudiera ser de utilidad en
la consecucion de un método de valor diagnostico
potencial en areas donde ambas parasitosis circulen
considerando la especificidad detectada para cada caso.
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En este respecto bandas antigénicas fueron
reveladas en la fraccion citoplasmatica (F3) de T
vivax, evidenciandose polipéptidos de 32 kDa y
66 kDa cuando se desarrollo un Western blot en
presencia de suero anti-7. vivax de bovino, las cuales
no fueron detectadas cuando se utilizo el suero
anti-7. evansi obtenido de un equino naturalmente
infectado, indicando la gran especificidad de estas
fracciones proteicas, las cuales sélo son reconocidas
por anticuerpos generados por 7. vivax.

Por otra parte, el Western blot de la fraccion
citoplasmatica (F3) de T. evansi permitio la deteccion
de dos polipéptidos de 29 kDa y 64 kDa cuando fue
revelado con suero de equino anti-7. evansi, ademas
de bandas antigénicas de 34 kDa y 70 kDa cuando
se reveld con suero bovino anti-7. vivax, indicando
la similitud antigénica entre ambas especies de
Trypanosoma. Esto ultimo pareciera justificar el
empleo de antigeno de 7. evansi en la deteccion
de infecciones por 7. vivax en bovinos, practica
diagndstica que recientemente se ha venido llevando
a cabo en Venezuela (Uzcanga et al., 2004).

En conclusion, las diferencias observadas
entre ambos parasitos en estas experiencias
preliminares, parecieran dar al sistema desarrollado un
valor diagnostico potencial. El hecho de que se pueda
discernir especificamente entre infecciones naturales
por T. evansi en suero de equinos e infecciones por
T vivax en suero de bovinos, utilizando fracciones
proteicas 1. evansi y T vivax respectivamente,
permite considerar estas proteinas como un marcador
bioquimico candidato para identificar y diferenciar
infecciones por ambos parasitos en areas donde las
dos tripanosomiasis son endémicas. Establecidas las
condiciones para el desarrollo de este sistema a nivel
experimental, solo quedaria probarlo en muestras
poblacionales para valorar su bondad diagndstica en
masa y concluir sobre su practicidad y costo relativo.
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Use of proteins as diagnostic tool to
discriminate between Trypanosoma vivax and
Trypanosoma evansi infections

SUMMARY

Trypanosoma vivax and Trypanosoma evansi
blood trypomastigotes, obtained respectively from
sheep and mice experimentally infected, were used
to isolate and characterize proteins using the partition
Triton X-114 method. Results showed a different
protein pattern between the 2 species. Additionally,
results by Western blot, using sera from naturally
infected animals, revealed specific discrimination
between these two species of Trypanosoma. The
potential use of this method as a reliable diagnostic
tool is suggested.

Key words: T vivax, T. evansi, diagnosis, proteins.
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Wyeomyia trujilloi Pulido y Sutil, 1981, nuevo sinénimo de Wyeomyia
bicornis (Root, 1928) (Culicidae: Sabethini), con redescripcion de la pupa
y parte de la larva

Juan-Carlos Navarro'” & Jonathan Liria®

Wyeomyia (Wyeomyia) trujilloi Pulido & Sutil, 1981 es reconocido como sinonimia de
Wyeomyia (Nunezia) bicornis (Root, 1928), con base en la morfologia de larva, piezas bucales, pupa
y genitales del macho en comparacion con el holotipo de Wy. bicornis, topotipos y conforme con un
analisis del holotipo de Wy. trujilloi. Se provee una explicacion e ilustracion sobre las caracteristicas
a nivel subgenérico de Nunezia. Para Wy. bicornis la morfologia cefalica de la larva es redescrita.
La morfologia y quetotaxia de la pupa y las piezas bucales de la larva son descritas e ilustradas por
primera vez.

Palabras claves: Fitotelmata, morfologia, mosquitos, Nunezia, Sabethini, Wyeomyia.

INTRODUCCION Judd (1996, 1998) sugiere que esta
clasificacion, en algunos casos no natural, es
La Tribu Sabethini estd integrada por 360  consecuencia de la escasa comparaciéon entre fases
especies (204 y 160 en el Nuevo Mundo y Viejo  inmaduras en las descripciones originales, del pobre
Mundo, respectivamente) de acuerdo con Knight tratamiento sistematico y la carencia de claves
& Stone (1977) y Guimardes (1997). No obstante, adecuadas para una correcta y eficiente identificacion
esta cifra pudiera estar fuertemente subestimada de de diferentes especies tratadas en Lane y Cerqueira
acuerdo a revisiones realizadas a la coleccion del  (1942)y Lane (1953).
Museo de Historia Natural, Smithsonian Institution
(Judd, Com. pers.). Particularmente, el género Wyeomyia
Theobald no escapa a este caos sistematico. Este
Igualmente, el poco conocimiento y la  género incluye mas de 100 especies, 37 de ellas en
confusion existente en la sistematica de Sabethini  Venezuela (Sutil, 1980) que son dificiles de reconocer
es claramente observada en intentos recientes de en su mayoria. Infragenéricamente, esta representado
un ordenamiento y clasificacion natural del grupo por 15 subgéneros (Judd, 1998; Porter & Wolf,
(Zavortink, 1985; Harbach, 1991a,b, 1994, 1995; 2005; Motta & Lourengo-de-Oliveira, 2005) luego
Harbach & Peyton, 1990, 1991, 1993; Harbach & que recientemente, miembros de este género han
Petersen, 1992; Judd, 1996; Harbach & Peyton, sido transferidos a otros géneros, se han creado tres
2000). subgéneros nuevos, ¢ inclusive especies del género
Sabethes Robineau-Desvoidy han sido trasladados
hacia Wyeomyia (Zavortink, 1985; Harbach & Peyton,
1990, 1991; Judd, 1998).

! Lab. Biologia de Vectores, Instituto de Zoologia Tropical, B .
Universidad Central de Venezuela, Apdo. 47058, Caracas 1041-A. El genero VVyeomym es uno de los taxa de
2 Departamento de Biologia, Facultad Experimental de Ciencias Sabethini mas numeroso y quiZéS menos estudiado

y Tecnologia, Universida?3 de Carabobo. Campus Barbula, con respecto a su clasificacién natural debido al

Naguanagua. Estado Carabobo. .. . .
guanagu desconocimiento de las fases inmaduras. A nivel

*Autor de correspondencia: jnavarro@ciens.ucv.ve subgenérico, Nunezia Dyar es muy poco conocido,
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Wyeomyia trujilloi nuevo sinonimo de Wyeomyia bicornis

siendo hasta el presente un taxon con s6lo dos especies,
Wy. lateralis Petrocchi, 1927 y Wy. bicornis (Root,
1928), esta ultima, la especie tipo del subgénero y el
Unico representante conocido en fase larval.

El presente trabajo es parte y consecuencia
de un estudio en gran escala acerca de la fauna de
mosquitos en Parques Nacionales de Venezuela, cuyas
fases inmaduras se desarrollan en plantas Fitotelmata,
las cuales poseen estructuras morfoldgicas (bracteas,
espatas, axilas, etc.) que pueden almacenar agua de
lluvia en donde se desarrollan una variedad de insectos
acuaticos (Varga, 1928; Fish, 1983). Los Sabetinos
representan cerca del 50% de la fauna de Culicidae
de las fitotelmata en Venezuela (Navarro ef al., 2007)
y especies del género Wyeomyia son importantes
cohabitantes en diferentes especies y tipos de estas
plantas.

En el inventario (identificacion, revision)
de especies nos hallamos la curiosa descripcion
de Wyeomyia (Wyo.) trujilloi por Pulido & Sutil
(1981) como una especie nueva, cuya morfologia no
concordaba con las caracteristicas del subgénero al
cual fue asignado por estos autores, y con el tipo de
criadero en el cual estaba sefialado en la descripcion
bionémica. Luego de un analisis meticuloso
determinamos que Wy. trujilloi debe ser sinonimizada
con Wy. (Nunezia) bicornis, lo cual es el proposito de
este trabajo.

Igualmente, se realizdé la descripcion para
Wy. bicornis de la pupa y de las piezas bucales de la
larva, las cuales no estaban descritas, asi como parte
de la cabeza y sifon respiratorio las cuales presentaban
un pobre tratamiento taxonomico. Finalmente, se
proporcionan explicaciones morfologicas, bionomicas
y biogeograficas en las cuales se bas6 la sinonimia
con el objetivo de realizar un aporte al conocimiento
de la historia natural y sistematica de los sabetinos en
Venezuela.

MATERIALES Y METODOS
Material examinado

Se analiz6 el holotipo (macho) de ).
trujilloi Pulido & Sutil con los numeros, 21-40-1 y
21-40-2 depositado en la coleccion del Laboratorio
de Morfologia de Insectos, Division de Endemias
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Rurales, Direccion de Malariologia y Saneamiento
Ambiental, Maracay, Estado Aragua, Veneczuecla,
(DERM sensu Knight & Stone, 1977; Guimaraes,
1997) colectada en Altamira, Municipio Altamira,
Estado Barinas. Este holotipo consiste de los genitales
del macho montados en lamina (21-40-2), una exuvia
de pupa (Pe, 21-40-2) y una exuvia de larva (Le, 21-
40-1).

También fue revisado el holotipo (macho)
de Wy. bicornis (Root) depositado en el Museo de
Historia Natural (NMNH sensu Knight & Stone 1977,
Guimardes 1997), en el Walter Reed Biosystematic
Unit, Museum Support Center, Washington DC,
Estado Unidos. El holotipo (# 44162) consiste de
los genitales masculinos montados en lamina, con
etiqueta: “Venezuela / Ocumare / July 6 1927 / No
108-1".

Para el analisis comparativo se utilizaron
los holotipos de Wy. trujilloi y Wy. bicornis, asi
como ejemplares de Wy. bicornis de la coleccion
del Laboratorio de Biologia de Vectores, Museo de
Biologia, Universidad Central de Venezuela (LBV-
MB-UCV-IX sensu Guimaraes, 1997) colectadas en:

1. Localidad tipo (Topotipos) Parque Nacional (PN)
Henri Pittier (Estacion Bioldgica Rancho Grande);
via Ocumare de La Costa, con los nimeros 500-Le,
508-Le, Pe, 509a,b-L4. Fitotelmata hospedadora:
Aechmea sp. (Bromeliaceae). Colectores: JC
Navarro y H Piflango. Fecha: 13 / V / 1994.
Determinacion: J. C. Navarro y J. Liria.

2. Sierra de San Luis, PN Juan Criséstomo Falcon,
Edo. Falcon, 2.000 m snm, con los nimeros 722, L-
023.1. Fitotelmata hospedadora: Vriesea platynema
(Bromeliaceae). Colectores: Equipo LBV. Fecha:
IV /1994. Determinacion: J. C. Navarro, J. Ingunza
y J. Liria.

3. Paramos Batallon y La Negra, PN Juan Pablo
Pefialoza, Edo. Tachira 1.445-1.475 msnm, con
los numeros 1048-L4, 1106-Le,P. Fitotelmata
hospedadora:  Aechmea sp. (Bromeliaceae).
Colectores: Equipo LBV. Fecha: X / 1995.
Determinacion: J. C. Navarro y J. Liria.

4. Monte Zerpa, Mérida, Edo. Mérida, PN Sierra
Nevada, 2.020 msnm, con el nimero 906-14.
Fitotelmata  hospedadora:  Guzmania  mitis.
(Bromeliaceae). Colectores: Equipo LBV. Fecha:
09 / I / 1995. Determinacioén: J. C. Navarro y J.
Liria.
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Especies de Nunezia no descritas

Wy. (Nunezia ) sp. 3

5. Guanay Tepui, Edo. Amazonas, 1.250 m, bajo
los nimeros 691-Le, Pe; 705-Le; 1L-023.3-L4; L-
023.4-L4. Fitotelmata hospedadora: Brocchinia
tatei (Bromeliaceae). Colectores: J. C. Navarro y J.
Ingunza. Fecha: 16 / 11/ 1995.

6. Yutaje Tepui. Edo. Amazonas, 1.750 m bajo
los numeros 676-Le,Pe; 780-Le,Pe; 1704-L4.
Fitotelmata hospedadora: Brocchinia tatei 'y
Vriesea rubra. (Bromeliaceae). Colectores: J. C.
Navarro y J. Ingunza. Fecha: 11/ 1995.

Wy. (Nunezia) sp. 2

7. Auyantepui, PN Canaima, Edo. Bolivar, 1.730
m., con los numeros 433-L4. (Harbach y Navarro
1996). Fitotelmata hospedadora: Brocchinia tatei
(Bromeliaceae). Colectores: J. C. Navarro y J.
Liria. Fecha: 03 / 11/ 1994.

Wy. (Nunezia) sp. 1

8. La Gran Sabana (La Escalera), PN Canaima, Edo.
Bolivar, 1.040 m, con los numeros 400 y 405
(L4). Fitotelmata hospedadora: Brocchinia sp.
(Bromeliaceae). Colectores: Equipo LBV. Fecha:
IX/1993.

Preparacion de muestras

Las fases inmaduras de estos ejemplares se
preservaron en etanol al 80%, se transparentaron en
KOH al 10% (Harbach, 1977; Harbach & Knight,
1977) y se transfirieron a una bateria de deshidratacion
alcoholica (Belkin, 1962).

Las piezas bucales se disecaron en una gota
de Hoyer o una mezcla de balsamo de Canada y fenol
(Wirth, 1961), bajo el microscopio estereoscopico.
Las laminas (conteniendo larvas, sifon respiratorio
y piezas bucales) se incubaron en estufa a 45-50°C
durante dos a tres semanas (Harbach & Peyton, 1993;
Pérez & Navarro, 1996; Liria & Navarro, 1999)
Para la denominacion de las estructuras se siguid la
nomenclatura y el sistema de abreviaturas propuesto
por Harbach & Knight (1980). Las abreviaturas
genéricas y subgenéricas siguen el sistema de Reinert
(2001).

Las estructuras de interés se fotografiaron
por medio de un microscopio Optico Leitz Wetziar
laborlux con camara automatica de 0.32X, modelo
MPS51-Wild y controlador MPS45-Wild.
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Analisis cuantitativo de datos

Ordenamiento: Serealizd un Analisis de Componentes
Principales (ACP) con el programa de computacion
PAST 1.3 (Hammer & Harper, 2004), como técnica
de ordenamiento de especies para verificar estadistica
y graficamente la diferenciacion morfoldgica a nivel
de subgnéneros y comprobar ademas, la exclusion de
Wy. trujilloi del subgénero Wyeomyia. Se utilizaron
31 caracteres (Apéndice I) de la larva (28 de la
quetotaxia y tres morfométricos). En el analisis se
incluyeron especies como Wy. (Wyo.) arthrostigma
(Lutz 1905) (130.1-1.4, Torondoy, Edo. Mérida) y Wy.
(Dec.) felicia (Dyar & Nufiez-Tovar 1927) (288-L4,
Sierra de San Luis, Edo. Falcon), los topotipos de 7).
bicornis y el holotipo de Wy. trujilloi como especies
problema, y tres especies no descritas del subgénero
Nunezia pertenecientes a las cinco localidades antes
sefialadas.

Filogenético: Se realizd un analisis cladistico con los
programas de computacion NONA + WINCLADA
(Goloboft, 1996; Nixon, 1999) con base a los
caracteres larvales anteriormente sefialados y previa
codificacion (Apéndice II) mediante el método de
Gap-Weighting (Thiele, 1993; Kitching et al. 1998;
Rae, 1998). Se emplearon las especies de Nunezia,
Wy. trujilloi, Wy. arthrostigma, Wy. felicia y Wy.
(Phoniomyia) deanei (Lourengo-de-Oliveira 1983),
y como grupo externo a Onirion imparis Peyton &
Harbach, 2000.

RESULTADOS Y DISCUSION

Luego del analisis comparativo entre los
holotipos de Wy. trujilloi Pulido & Sutil (1981) con
Wy. bicornis (Root, 1928), llegamos a la conclusion
de sinonimizar la primera con la ultima, sehalada en
conformidad con evidentes caracteristicas presentes
en la larva y sus partes bucales, asi como en los
genitales del macho de Wy. trujilloi que corresponden
con la descripcion de Wjy. bicornis.

Extrafiamente, Pulido & Sutil (1981) en
su descripcion, incluyeron a Wy. trujilloi como
perteneciente al subgénero Wyeomyia, sin sefalar
las caracteristicas utilizadas para llegar a esa
erronea conclusion: sic. “Wy. trujilloi esta agrupada
en el subgénero Wyeomyia porque la proboscis es
casi tan larga como el fémur anterior. Ademas,
las caracteristicas de la genitalia del macho son
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Tabla I. Quetotaxia para la cabeza y segmento abdominales ViIl y X para la larva de IV estadio de

Wyeomyia (Nunezia) bicornis, (n=4).

Segmentos Abdominales

Seta No. Cabeza

Vil X
0 1 1 -
1 1 8,7(8) 3,4(4)
2 1 1 7,8(8)
3 1 6,7,9(7) 2
4 10,8(9) 1 7,8(8)
5 9,6(8) 6,7(7) -
6 9,8(9) - -
7 7 1-S 7
8 21 1a-S 17,19,20,32(22)
9 10 1b-c-S 1
10 1 2-S 1
1 2,1(2) 2a-d-S 2
12 2,1(2) 6-8-S 1
13 21 - -
14 2,? 1 -
15 1 - -

Leyenda: El namero de setas entre paréntesis indica la media; “?” significa que el caracter no pudo ser apreciado.

inconfundibles” (pags. 222 y 226). Esta aseveracion,
fue probablemente la que llevdo a estos autores
a no verificar la clara asociacion de la larva
(particularmente en el sifon, seta 1-S) (Fig. 1b) con
la Gnica especie de Nunezia presente en el pais y
cuya localidad tipo precisamente estd en Venezuela
(Edo. Aragua). Una posible explicacion a esto se
relaciona con las figuras mostradas en Lane (1953),
texto ampliamente utilizado para la identificacion de
mosquitos Suramericanos, las cuales no corresponden
con ladescripcion original en Dyar (1928: 51) para Wy.
bicornis, obviando la presencia del mechon de setas
en 1-S: sic. “a paired tuft toward base and two single
hairs toward apex...” caracteristica no descrita por
Pulido & Sutil (aunque si dibujada) y que claramente
lo presenta Wy. trujilloi.

En la misma descripcion, Pulido & Sutil
(1981) indican: “dorsalmente con 5 pares de pelos
lisos, el primer simple y mas pequefo...” concuerda
exactamente con Dyar (1928) y Lane (1953): “on
dorsal aspect five split hair, the basal one single” y
“dorsal aspect five split hairs, the basal one simple...”,
respectivamente.
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Estas caracteristicas estan presentes en Wy.
bicornis de Rancho Grande; via Ocumare (Edo.
Aragua), Sierra de San Luis (Edo. Falcén) y del
Paramo Batallon y La Negra (Edo. Tachira) esta
ultima localidad en la misma vertiente -suroriental
de la cordillera andina- de la localidad tipo de Wy.
trujilloi.

Igualmente, en la larva se puede observar
la ramificaciéon presente en las setas 4,5,6,7-C las
cuales son multiples (7-9) en Nunezia (Wy. bicornis,
Wy. trujilloi, Wy. (Nuz.) sp. 1, 2, y 3 (Fig. 1a), y por
otro lado simples o en pares para los subgéneros
Wyeomyia, Exallomyia Harbach &  Peyton,
Caenomyiella Harbach & Peyton, Zinzala Zavortink
y Decamyia Dyar, de acuerdo con especimenes
observados en la coleccion LBV-MB-UCV-IX y a
las descripciones de estos subgéneros por Harbach &
Peyton (1990,1991).

Adicionalmente, la descripcion y dibujo de

Pulido & Sutil (1981) para los genitales concuerda
paso a paso con la descripcion proporcionada por
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Fig. 1. Cabeza (a) y segmento Vil (b) de la larva de
4to estadio de Wy. bicornis.
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Fig. 2. Genitales masculinos del holotipo de Wy.
bicornis: a) Gonoestilo (200x), b) gonocoxito
(100x), c) tergo IX (400x) y d) proctiger (400x).

0,2mm

Dyar (1928) y Lane (1953) para W)y. bicornis, lo cual
puede ser verificado en los holotipos de Wy. bicornis
y en Wy. trujillloi (Fig. 2 y 3, respectivamente).

La hembra de Wy. trujillloi no fue colectada
ni obtenida en cria asociada por Sutil & Pulido (1981),
por lo que esta fase no pudo ser comparada con los
topotipos, ni con la descripcion de Wy. bicornis. No
obstante, esta fase es la de menor importancia en la
diagnosis especifica en comparacion con la larvay los
genitales del macho.

La importante utilizacion de la morfologia de
las piezas bucales larvales, en el diagndstico genérico
de la Tribu, igualmente proporciona caracteristicas
diagndsticas para el subgénero Nunezia. El cuerpo
maxilar (MxBo), presenta una relacion largo/ancho
de aproximadamente 1.3x para Nunezia, mientras
que en Wyeomyia (Wyeomyia) grayii Theobald 1901
esta relacion es igual a 1; la seta 4-Mx es tan larga
como el MxB y ramificada apicalmente, mientras que
en Wyeomyia es claramente sencilla. La seta 6-Mx es
delgada y corta en Nunezia y cerca de 0.5x el largo
del palpo maxilar (MpLp), por el contrario Wy. grayii
es gruesa y 0.7x el largo de MpLp (Fig. 4c).
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Fig. 3. Genitales masculinos de Wy. trujilloi
(tomado de Pulido & Sutil, 1981).
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Fig. 4. Maxila de Wy. bicornis (a), detalle de la
seta Mx-4 (b), y maxila de Wy. grayii (c) tomado de
Harbach & Peyton (1993).

Fig. 5. Maxila de la larva de 4to estadio de Wy.
trujilloi (=Wy. bicornis).

Ventral

Dorsal

Debido a que la muda de la larva del holotipo
de Wy. trujilloi presenta la capsula cefalica completa
(sin diseccion de las piezas bucales) fue necesario
observar estas caracteristicas en el ejemplar completo.
En la Fig. 5 se observa la forma de la maxila en el
holotipo de Wy. trujilloi, la cual al ser comparada con
la Fig. 4a de Wy. bicornis y la Fig. 4c de Wy. grayii,
tipo del subgénero Wyeomyia (mostrada por Harbach
& Peyton 1993), se comprueba que la morfologia
corresponde con la del subgénero Nunezia.

Analisis de Ordenamiento

El ACP (Fig. 6) arroj6o una diferenciacion
entre las especies de los subgéneros Wyeomyia y
Decamyia de las especies de Nunezia, incluyendo en
este grupo a Wy. trujilloi. El componente principal
nimero uno representado primordialmente por las
setas 4-7-C, la 1-S y la relacion ancho/largo del sifon
explico el 60% del total de la varianza. Este resultado
indica claramente la ubicacion subgenérica de Wy.
trujilloi en Nunezia y no en Wyeomyia.

Andalisis Filogenético

Los analisis realizados con Parsimonia
Maxima (Fig. 7) muestran dos topologias o
soluciones mas parsimoniosas (7a y 7b), de las once
encontradas. En las cuales se observa, que el clado
X incluye dos subclados (X1 y X2). En el primero
(X1) se ubican los individuos de Wy. (Nuz.) sp de
Auyantepui y Gran Sabana, pudiendo representar
ambos una entidad taxondémica no descrita y el clado
X2 con dos subramas que incluyen a Wy. bicornis.

Fig. 6. Analisis de Componentes principales en
tres subgéneros de Wyeomyia.

5_. ‘.:. o i e ek A M S0 S S G A SR S
Wy feliéia H

3
;\?
& 5l
2’2
o~ qd
P 1
3
2 °.
o
o
£1i
S
o

27 : : H

34 WYEOMY!A

W artrosigma
7 6 5 4 3 2 4 0 2 3
Componente 1 (60,0%)

94

BOLETIN DE MALARIOLOGIA Y SALUD AMBIENTAL



En la Fig. 7b, la subrama X2.1 incluye los individuos
pertenecientes Wy. bicornis de los Andes (Tama y
Sierra Nevada) incluyendo a Wy. trujilloi, mientras
que la otra subrama X2.2 incluye a los individuos de
Guayana (Guanay y Yutaje) y la localidad tipo (M.
bicornis s.s., Rancho Grande).

El cladograma que muestra el consenso
estricto (7c), colapsa ambas subramas en una
politomia, sugiriendo asi que el clado X2 muestra
los individuos de Wy. bicornis y sus variedades
geograficas, mientras que el clado X1 a otra especie
de Nunezia no descrita hasta ahora.

También se aprecian las relaciones entre el
subgénero Nunezia, y Wy. (Wyeomyia) arthrostigma,
Wy. (Decamyia) felicia, Wy. (Phoniomyia) deanei y
Onirion imparis. El género Onirion fue utilizado como
taxa de enraizamiento, debido al arreglo mostrado por
Harbach & Peyton (2000) en donde este género es
grupo hermano del clado (Isostomyia+Shanoniana)
+ (Phoniomyia (Wyeomyia (Limatus+Sabethes)))).
Luego Wy. (Phoniomyia) deanei es grupo hermano
de Nunezia, tal como se aprecia en uno de los
cladogramas mas parsimoniosos presentados por
Judd (1996; 1998).

Bionomia

Similarmente, la data bionémica suminis-
trada por Pulido & Sutil (1981), no corresponde
con las caracteristicas ecologicas de las especies de
Nunezia ni de Wyeomyia. (Lane & Cerqueira, 1942;
Lane, 1943; Lane, 1945; Lane, 1953).

Estos autores sefialan haber colectado esta
especie en plantas del género Heliconia sp., y asociada
a otras especies de Wyeomyia como Wy. felicia y Wy.
ulocoma(ambasdel subgénero Decamyia). Deacuerdo
a estudios realizados en la taxonomia y bioecologia
de mosquitos en Parques Nacionales de Venezuela
(Navarro et al., 1995; 2007), el subgénero Nunezia
se ha obtenido asociada estrictamente en especies de
bromelidceas, mientras que las especies del subgénero
Wyeomyia se han colectado en bromeliaceas, araceas
¢ internudos de bambu, pero nunca en Heliconiaceas
en donde se encuentran exclusivamente especies de
Decamyia. Esto podria evidenciar que los autores,
mezclaron muestras de diferente origen (bromelias
y heliconias) y confundieron ejemplares de las tres
especies de Wyeomyia.
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Sobre la base de los diferentes analisis
descritos, el nombre valido para Wy. (Wy.) trujilloi es
Wy. (Nunezia) bicornis. Por consiguiente, realizamos
a continuacion el tratamiento taxondémico de Wy.
bicornis y por Ultimo se muestra una descripcion
parcial detallada de la larva (cabeza y piezas bucales)
asi como la primera descripcion de la pupa.

TRATAMIENTO TAXONOMICO

Género Wyeomyia Theobald

Subgénero  Nunezia  Dyar,  Ortotipo:
Dendromyia (Eunicemyia) bicornis Root. Especie
tipo: Wyeomyia bicornis (Root, 1928). Venezuela,
Brasil, Bolivia y Peru, Incluye especies: Wy. lateralis
Petrocchi 1927, Argentina.

Wyeomyia (Nunezia) bicornis (Root, 1928)

bicornisRoot, 1928. En: Dyar, 1928: 50 (Dendromyia),
holotipo: macho y larva. Localidad tipo: Ocumare,
Aragua, Venezuela (NMNH).

Wyeomyia (Nunezia) bicornis de Lane, 1953: 931
(Macho, hembra y larva) Figs. 912 y 913.

Wyeomyia (Nunezia) bicornis de Knight y Stone,
1977: 332 (informacion del holotipo y distribucion
geografica en América).

Wyeomyia (Nunezia) bicornis de Sutil, 1980: 19
(distribucion geografica en Venezuela).

Wyeomyia (Wyeomyia) trujilloi Pulido & Sutil
1981: 219. NUEVA SINONIMIA, localidad tipo:
Altamira, Municipio Altamira, Barinas, Venezuela.
Holotipo: GM, Le, Pe, (DERM)

Larva (Fig. la,b y 5): Se presenta parte
de los caracteres y posiciones; el nimero de ramas
se describen en la Tabla I. Maxila (Fig. 5): 1-Mx
ausente, setas 2-6-Mx simples (4-Mx larga, gruesa y
ramificada en el apice), LR1 con 18 setas conspicuas,
MxB con 22 filamentos. Mandibula con cuatro dientes
ventrales el primero de mayor tamafio que el resto,
MnS1 y MnS2 maltiples, MnR con cuatro filamentos,
MSA hacia el borde distal. Cabeza: (Fig. 1a) Setas
1,8,10,13,15-C simples, 11-12-C simples o dobles,
14-C doble, 4-C de ocho o diez ramas, 5-C con seis 0
nueve ramas, 6-C con ocho o nueve ramas, 7-C con
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Fig. 7. (a,b) Dos de los 11 arboles mas parsimoniosos, y (c) cladograma de consenso para las muestras
de Wy. (Nuz.) sp. (circulos negros indican apomorfias y rectangulos blancos homoplasias).
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— Wy felicia — Wy felicia
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6 8 9 131718
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14 15
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X —H H Ho-0-0-_H1— Wy trujilloi
2 356 8 1631
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12 3 45 8 202128303t
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siete ramas. Abdomen. 1-VIII con siete u ocho ramas,
2,4-VIII simples, 3-VIII con siete o nueve ramas, 5-
VIII con seis o siete ramas, CS con tres hileras de
escamas. Sifon: Pseudopeine variable, con 20 a 32
setas. 1-S con siete ramas, 1b,c,d-S simples, 2-S
simple, 2a,b,c,d-S dobles, 7-9-S simples. Segmento
X: 1-X triple o cuadruple; 2-X con siete u ocho ramas,
3-X doble; 4-X con siete u ocho ramas.

Pupa, redescripcion (Fig. 8): Se muestran
las posiciones y numeros de las setas (Tabla II).
Cefalotorax: Seta 1-CT doble y larga; 2-7-CT y 9-
CT con aproximadamente 1/6 del largo de 1-CT; 2-
3,9-CT dobles, 5,7-CT triples, 6-CT cuadruple; 8-CT
doble y la mitad de larga que 1-CT; 10-12-CT simples
y largas. Trompeta: Larga y cilindrica. Abdomen:
Seta 1-I con diez ramas tipo dendritico, 1-II doble o
con seis ramas, 1-II1 con seis ramas, 1-IV-V con ocho
ramas, 1-VI-VIII dobles; 2-1-VI simples; 3-1-11LIV-
VIII simples, 3-1V con cuadruple, 3-V simple o doble;
4-1 con cinco o seis ramas, 4-11 cuadruples, 4-111-1V
simples, 4-VI triple, 4-VII-VIII doble; 5-1-11 simples,
S-HI doble, 5-1V-VI triples y largas, 5-VIII simple o
triple y larga; 6-I-11 simple y larga, 6-11I simples y
corta, 6-1V doble o triple, 6-V cuadruple o quintupla,
6-VI simple o doble, 6-VII doble; 7-1 con cuatro a
seis ramas, 7-1I1 doble o cuadruple, 7-IV-V simples
o dobles, 7-VI doble, 7-VII simple; 8-1I-11I triples o

Navarro J.C. & Liria J.

Fig. 8. Quetotaxia de la pupa de Wy. bicornis.

Tabla Il. Quetotaxia de la pupa de Wyeomyia (Nunezia) bicornis, (n=2).

Seta Cefalotorax

Segmentos Abdominales

No. CT I 1] \Y Y% Y il viil IX Pa
0 - - 1 1 1 1 1 1 1 - -
1 2 10 62(4) 6 8,? 8,2 2 1,2(2) - - -
2 2.1(2) 1 1 1 1 1 1 1 - - -
3 2,3(3) 1 1 1,2 4 212 1202 1 - - -
4 3 6,5(6) 4 1 1 1 3 2 2 - -
5 47 1 1,2 2 3,2 3,2 3,2 3,1(2) - - -
6 4 1 1 1 122) 54() 2102) 2 - - -
7 3,5(4) 6,4(5) ? 42(4) 4 2,1(2) 2 1 - - i
8 2 - 1 34(4) 1 4 4,3(4) 4,5(5) - - -
9 2 1 ? 1212 1 1 16,15(16)  30,27(29) - -
10 1 - ? 2 233) 2 1,2(2) 1 - - -
11 1 ? 3312 2 122 420) 2,1(2) - - -
12 1 - - - - - - - - - -
13 - - - - - - - - - - -
14 - - - - - - - 1 - - -

Leyenda: El nimero de setas entre paréntesis indica la media; “?” significa que el cardcter no pudo ser apreciado.
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cuadruples, 8-IV-V cuadruples, 8-VI con tres o cuatro
ramas, 8-VII cuadruple o quintupla; 9-I-VI simples,
9-VII con quince ramas tipo dendritico, 9-VIII de
veintisiete o treinta ramas tipo dendritico; 10-II1,V
dobles, 10-1V,VI simples o dobles 10-VIII simple; 11-
II triple y larga, 11-1II simple o triple, 11-IV doble o
triple, 11-V simple o doble, 11-VI doble o cuadruple,
11-VII simple o doble; 14-VIII simple. Paleta: Con
una hilera de espiculas en el borde interior o distal.
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Wyeomyia trujilloi Pulido & Sutil, 1981, new
synonym of Wyeomyia bicornis (Root, 1928)
(Culicidae: Sabethini), with redescription of
the pupa and part of the larva

SUMMARY

Wyeomyia (Wyeomyia) trujilloi Pulido
& Sutil, 1981, is recognized as the synonym of
Wyeomyia (Nunezia) bicornis (Root 1928), based
on larval chaeototaxy and mouthparts morphology,
pupae and male genitals in comparison and analysis
with Wy. bicornis holotype, topotypes and Wy.
trujilloi holotype. Discussion and characteristics
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illustration about subgeneric level are provided. The
larval mouthparts morphology and pupae chaetotaxy
are described and illustrated by first time, and head of
larvae chaetotaxy are re-described.

Key words: morphology, mosquitoes, Nunezia,
Phytothelmata, Sabethini, Wyeomyia.
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Apendice l.- Matriz de datos meristicos y morfométricos para quetotaxia larval.

Navarro J.C. & Liria J.

1

1

1

1

1

1

1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6

4C 5C 6C 7C 9C OP 1P 1M 2M 4M 5M 6M 7M 9T 13T 1VI
Wy. bicornis RG 10 9 9 7 10 8 3 5 1 2 1 2 1 10 7 8
Wy. (Wyo.) trujilloi 8 6 8 7 10 9 2 4 1 2 1 3 1 13 10 7
Wy. bicornis TA 5 10 8 12 9 2 2 1 2 1 1 13 10 6
Wy. bicornis YU 8 8 8 8 3 3 1 2 1 3 1 7 9
Wy. bicornis GU 8 2 3 1 2 1 1 16 5
Wy. bicornis SN 4 10 8 2 4 1 2 1 2 1 12 10 7
Wy. bicornis GS 10 8 10 9 3 3 1 2 1 14 6 8
Wy. bicornis AY 8 3 3 1 2 2 2 1 1 8
Wy. (Pho.) deanei 7 6 7 8 10 M 6 1 2 1 1 2 1 16 8
Wy. (Den.) ypsipola 1 1 1 1 5 10 2 2 1 3 1 1 3 11 12 4
Wy. (Wyo.) arthrostigma 1 1 1 4 2 4 12 5 5 1 1 1 1 6 10 6
Wy. (Dec.) felicia 2 1 1 2 1 2 2 1 2 1 1 1 2 13 12 5
Onirion imparis 1 1 1 1 2 10 1 1 1 1 1 1 2 11 7 10

1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3
7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1

3VIIE 5V 14X 2X 4X 2aS 2bS 2cS 2dS 1bS A 1aS all L R
Wy. bicornis RG 6 6 3 7 7 2 2 2 2 1 5 24 025 7 083
Wy. (Wyo.) trujilloi 9 7 4 8 7 2 2 2 2 1 4 32 017 8 0,83
Wy. bicornis TA 6 9 4 8 7 2 2 2 2 1 5 25 024 7 085
Wy. bicornis YU 5 8 4 8 4 2 2 2 2 1 5 24 024 7 091
Wy. bicornis GU 6 5 8 6 2 2 2 2 1 6 28 024 8 1083
Wy. bicornis SN 6 9 4 7 8 2 2 2 2 1 6 23 024 12 0,79
Wy. bicornis GS 5 10 2 8 6 2 2 2 2 1 6 25 028 12 0,79
Wy. bicornis AY 7 7 2 7 7 2 2 2 2 1 6 30 026 11 080
Wy. (Pho.) deanei 7 4 2 2 7 1 1 1 1 1 2
Wy. (Den.) ypsipola 4 1 2 5 6 4 0 0 0 0
Wy. (Wyo.) arthrostigma 2 2 4 7 3 1 1 0 0 0 0,28 0,91
Wy. (Dec.) felicia 4 1 2 4 1 1 1 1 1 1 4 046 12 0,67
Onirion imparis 7 1 1 1 5 4 0 0 0 0 0,18 0,82

RG = Rancho Grande; TA = Tama; YU = Yutaje; GU = Guanay; SN = Sierra Nevada; GS = La Gran Sabana; AY = Auyantepui.
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Apendice Il. Matriz de datos meristicos y morfométricos para quetotaxia larval, con codificaciéon

Gap-Weighting.
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RG = Rancho Grande; TA = Tama; YU = Yutaje; GU = Guanay; SN = Sierra Nevada; GS = La Gran Sabana; AY = Auyantepui.
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Comparacion de métodos de captura intradoméstica de triatominos
vectores de la enfermedad de Chagas en Venezuela

M. Dora Feliciangeli'*, Mayeli Hernandez?, Benny Suarez'?, Cinda Martinez?, Arturo
Bravo', José Bracho*, José Toyo’, Annhymariet Torrellas' & Rosalba Marrero'

INTRODUCCION

La estratificacion de riesgo para priorizar las acciones de control en funcion de optimizacion de
recursos, es de gran importancia dentro de las actividades de vigilancia epidemiolégica para el control
de la Enfermedad de Chagas. Para esto es necesario contar con un método para la deteccion de la
infestacion intradomiciliaria por triatominos vectores, que sea de alta sensibilidad, especialmente en
condiciones de baja densidad. En este estudio se compararon los resultados obtenidos con 5 métodos
de capturas de vectores, 2 de busqueda pasiva: caja Gomez-Nufiez y papel A4 Bond colocados
en el dormitorio principal de las casas, 2 de busqueda activa por personal técnico especializado:
captura directa y captura con un excitante (cypermetrina+tetrametrina) durante %2 hora y por ultimo
la recoleccion efectuada durante un mes por los habitantes, oportunamente entrenados. El estudio
se realizé en 11 localidades y 200 casas del Estado Portuguesa y 29 localidades y 350 casas del
Estado Barinas. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los resultados
obtenidos con los diferentes métodos en los dos estados. Sobre el total de las 550 casas exploradas,
132 fueron positivas: en 131 (99,2%) la presencia de triatominos fue detectada por lo habitantes vs.
5,3% por busqueda activa; 3,38 por la caja Gomez-Nuiiez; 3,03% por busqueda con excitante y 0%
por la hoja de papel. Se colectaron en total 5 especies y 563 individuos. Rhodnius prolixus fue la
especie predominante seguido por Triatoma maculata, Panstrongylus geniculatus y R. pictipes. Se
calcularon indices entomoldgicos de dispersion, de colonizacion y de infeccién a Trypanosoma cruzi
para cada localidad. Los datos obtenidos soportan la hipétesis de un nuevo escenario epidemioldgico
en Venezuela donde, en las localidades en las cuales se ha interrumpido el ciclo intradoméstico, la
transmision es fundamentalmente mantenida por R. prolixus visitantes procedentes de las palmeras
cercanas. Se demuestra de forma inequivoca y se resalta la importancia de la incorporaciéon de
la participacion comunitaria en la vigilancia epidemioldgica dentro del Programa de Control de la
Enfermedad de Chagas.

Palabras claves: triatominos vectores, métodos de captura, Enfermedad de Chagas, Venezuela.

capturados en La Guaira, Venezuela. El primer caso
de Enfermedad de Chagas fue reportado en este pais

Rhodnius prolixus, el principal vector de
la Enfermedad de Chagas en Venezuela, Colombia
y algunos paises de América Central (Salvador,
Guatemala, Honduras y Nicaragua) (Dujardin ef al.,
1998) fue descrito por Stal en 1859 con ejemplares
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Venezuela.
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del Estado Barinas, Ministerio de Salud, Barinas, Venezuela.

* Autor de correspondencia: mdora@movistar.net.ve
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por Enrique Tejera en el afio 1919, 10 afios después
que Carlos Chagas describiera la enfermedad en
Brasil. Investigadores pioneros, como José Francisco
Torrealba (1934) y Felix Pifano (1941), aportaron
los primeros datos sobre aspectos clinicos y sobre su
magnitud como problema de salud publica y social
en nuestro Pais, enfatizando que su existencia parecia
estar inexorablemente ligada al “rancho” de techo
de palma y paredes de bahareque donde R. prolixus
gozaba de condiciones ideales para su alimentacion
y reproduccion. Una vez declarada erradicada la
malaria del territorio nacional, presupuesto, esfuerzos
y experticia del Ministerio de Sanidad y Asistencia
Social fueron volcados a la Enfermedad de Chagas.
Cova Garcia & Suarez (1959) estudian los triatominos
de Venezuela y su distribucion y se inicia la Campana
(Guerrero et al., 1965) que en el afio 1966 se denomina
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oficialmente Programa de Control de la Enfermedad
de Chagas (PCECh). Su objetivo era la interrupcion de
la transmision intradomiciliaria a través del control de
los vectores intradomésticos por medio de insecticidas
de accion residual. Sin embargo, ya en 1961, Gamboa
Cuadrado habia comprobado la presencia de R.
prolixus selvatico en palmas (Copernicia tectorum) en
el Estado Guarico. En el afio 1968 se implementaron
el Programa de Vivienda Rural, iniciado en al afio
1958 y el Programa de Mejoramiento de la Vivienda
Campesina (1964) y mas tarde, a partir de 1988, se
consolidaron a nivel nacional los esfuerzos para la
interrupcion de la transmision por via transfusional
en los Bancos de sangre (Aché & Matos, 2001).

Después de 30 anos, el éxito del PCECh se
concreta en la reduccion del indice de infestacion
de casas a R. prolixus, de 60-80% en la década
1958-1968 a 1,6-4,0% en 1990-1998 y se cristaliza
en la disminucion paulatina pero sostenida de los
indices de seroprevalencia de 44,5% en 1958-1968 a
15,6% en 1969-1979, 13,7% en 1980-1989 y 8,1%
en 1990-1999. En los niflos menores de 10 afios de
edad, las cifras fueron 20,5%, 3,9%, 1,1% y 0,8%,
respectivamente (Aché & Matos, 2001). Estudios
clinicos prospectivos en zonas originariamente de
alta endemia confirman las cifras del PCECh a nivel
nacional (Acquatella ef al., 1987).

En la década de los anos 1990, entre las
enfermedades endémicas, malariay dengue encabezan
la lista de prioridades del Ministerio de Sanidad y
Asistencia Social, mientras el PCECh entra en una
nueva etapa, no menos importante y dificultosa, la
etapa de la vigilancia epidemioldgica. Sin embargo,
mientras los bajos indices de infestacion a triatominos
arriba reportados no parecen justificar una inversion
importante en las costosas acciones de control a través
del uso de insecticidas de accion residual, inquietan la
aparicion de casos agudos sin presencia de triatominos
en las casas (Afiez et al., 1999a, 2004; Feliciangeli et
al., 2002) y los casos inaparentes (Afiez et al.,2001)
y se publican nuevos aportes clinicos en pacientes
cronicos (Afiez et al., 1999b; Acquatella et al.,1999;
Layrisse et al., 2000). Por otro lado, en el ambito de
las ciencias sociales, se enfatiza la necesidad de un
nuevo enfoque en la conduccion de los programas de
salud a ser llevados a cabo NO “para” la comunidad,
mas “con” la comunidad (Bricefio-Leon, 1998).

En este contexto, con la finalidad de avalar
una metodologia que fuera util para la deteccion
de la infestacion intradomiciliaria de vectores de la
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Enfermedad de Chagas, especialmente en situaciones
de baja densidad, se disefi6 un ensayo a gran escala
para evaluar y comparar la eficacia de varios métodos
de deteccion, incluyendo la recoleccion de triatominos
por los habitantes y cuantificar el posible impacto
de la intervencion de la comunidad en la vigilancia
epidemioldgica, pre-requisito indispensable para el
disefio de un programa de control de vectores a ser
planificado en funcién de estratificacion de riesgo
y optimizacion de los recursos disponibles. Este
estudio permitiria ademas actualizar los indices
entomoldgicos (WHO, 2002) en los caserios donde se
realizaria, Utiles para la evaluacion y el seguimiento
espacio-temporal de la dinamica de la transmision
a nivel local, municipal y estatal (Aché & Sifontes,
1995).

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio y actividades preliminares de campo

El estudio se llevo a cabo en los Estados
Portuguesa (Mayo-Agosto 2002) y Barinas (Mayo
2003-Marzo 2004), el primero con largo historial de
Programa de control, sin embargo con persistencia
de infestacion e infeccion; el segundo estado,
tradicionalmente “malarico”, sin un programa de
Chagas sostenido, mas con acciones eventuales
de control del vector en especial tras la denuncia
de infestacion por parte de los habitantes. En
Portuguesa el estudio fue efectuado en 4 municipios
y 11 localidades: Araure (Morichal), Ospino (Santa
Lucia, San Bartolo y Pele el Hojo), Monseiior José
Vicente de Hunda (El Helechal, Agua Clara, Palma
Sola y La Pica), Sucre (La Esperanza, El Mosquito
y Quebrada Negra) y 8 municipios y 29 localidades
en el estado Barinas: Barinas (Parangula, Gallegos,
Laguna Hermosa, Rio Bravo, Guaranda, Guachiquin,
Carvajal), Bolivar (El Castillo, Los Morenos,
Barragan, Las Carabelas), Pedraza (Ticoporo,
Carreteron, Cascabel II, Sta Maria de Canagua,
Salomé, Rosalia, La Tigra), Obispo (Mata de Agua,
Sta. Cruz de Obispo), Antonio José de Sucre
(Chameta), Sosa (Chaparrito, Paso Real, Machado),
Rojas (Cano Hondo, Trueno, Florida) y Cruz Paredes
(Socb, Quebradon). La ubicacion geografica de estas
localidades se muestra en la Fig 1. Este mapa fue
construido con las coordenadas obtenidas utilizando
un sistema de posicionamiento global (GPS, Modelo
GeoExplorer 11, Garmin Corp) utilizando el software
Arc view v 3.1
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Fig. 1. Ubicacion de las localidades de estudio: Barinas: 1. Chameta, 2. Carvajal, 3. Gallegos, 4. Guachiquin,
5. Guaranda, 6. Laguna Hernosa, 7. Parangula, 8. Rio Bravo, 9. Barragan, 10. El castillo, 11. La Carabela, 12.
Los Morenos, 13. Quebradon, 14. Socd, 15. Mata de Agua, 16. Santa Cruz, 17. Carreteron, 18. Cascabel Il.,
19. La Tigra, 20. Salomé, 21. Santa Maria de Canagua, 22. Rosalia, 23. Ticoporo, 24 Cafio Hondo, 25. Florida,
26. Machado, 27. Trueno, 28. Chaparrito, 29. Paso Real; Portuguesa: 30. Morichal, 31. Pele el Ojo, 32, San
Bartolo, 33. Santa Lucia, 34. El Mosquito, 35. La Esperanza, 36. Quebrada Negra, 37. Agua Clara, 38. El

Helechal, 39. La Pica, 40. Palma Sola.

El estudio fue programado en el marco de
un estudio epidemiolégico disefiado para actualizar
los indices de prevalencia en niflos < de 15 aflos
(Feliciangeli et al., 2007a) en el cual las localidades
fueron seleccionadas al azar en cada Municipio hasta
llegar al niimero de localidades que proporcionarian
la muestra requerida para ese estudio, acorde al indice
de prevalencia para ese grupo de edad conocido para
ese municipio, utilizando la extraccion simple de los
codigos de localidades reportadas en el Nomenclador
de centros poblados para Portuguesa (OCEI, 1994)
y de la lista centros poblados georeferenciados de la
Gacetilla del Estado Barinas editado por el Instituto
Geografico “Simon Bolivar” (1995), en el cual se tomd
como elemento adicional, la distribucion altitudinal
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de los caserios. Todas las localidades tenian que
llenar el requisito previo de no haber sido rociadas
por lo menos durante los 2 afios previos al ensayo,
segun datos obtenidos de los registros del PCECh.
El estudio entomolodgico abarco 35,48% (11/31) y
34,12% (29/85) de las localidades y 24,5% (200/816)
y 28,36% (350/1236) de las casas muestreadas para
el estudio epidemioldgico en Portuguesa y Barinas
respectivamente.

En la primera visita a los caserios
seleccionados, se proporcionaba a los habitantes
una explicacion sencilla y exhaustiva acerca de los
objetivos del trabajo a realizar y un folleto educativo
sobre la Enfermedad de Chagas y se solicitaba a cada
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jefe de la casa su participacion voluntaria para permitir
la toma de muestras hematicas en los nifios para el
estudio de seroprevalencia y el estudio entomologico,
de la cual quedaba constancia en el consentimiento
escrito, cuyo modelo habia sido avalado por la
Comision de Bioética y Bioseguridad de FONACIT.

Después de levantar el croquis y registrar
las coordenadas y altitud de la localidad, se realizaba
una encuesta epidemioldgica contentiva de datos
demograficos y datos ecologicos. Estos ultimos
incluian la descripcion detallada de los componentes
de las casas, las cuales fueron clasificadas en (1)
“ranchos” (casas con alguno(-os) de los siguientes
componentes: piso de tierra, paredes de adobe,
bajareque, madera, palma, zinc u otro material que
no fuese de bloques o ladrillos, techo de palma ); (2)
casas, que incluian las tipicas “viviendas rurales”
construidas por el MS (con paredes de bloques, piso
de cemento y techo de zinc) y las casas construidas
por sus ocupantes o los anteriores, con las mismas
caracteristicas o mejores que las de vivienda rural.

Meétodos de captura

Para la deteccion de la infestacion
intradoméstica a triatominos, en este estudio se
utilizaron 5 métodos: 2 métodos de busqueda activa,
2 métodos de busqueda pasiva y la recoleccion por
parte de los habitantes de la casa durante el periodo
de un mes, segun instrucciones impartidas a cada
nucleo familiar.

La busqueda activa directa fue realizada
en cada vivienda durante media hora, por personal
técnico (2 personas/caserio) con experticia acumulada
de varios afnos de trabajo en esta tarca. Es éste el
método utilizado tradicionalmente por el personal del
MS y el procedimiento esta descrito en el Manual del
Visitador Rural del Ministerio de Salud, asi como en
la literatura (Schofield, 1978). Este método se basa en
la bisqueda sistematica de los insectos en las grietas
de las paredes, las camas, colchones, cajas de ropa y
enseres varios, usando una linterna, pinzas y envases
para la recoleccion. El 2° método de busqueda activa
fue la busqueda con excitante, asi llamada ya que se
utiliza piretroides a baja concentracion con la finalidad
de estimular los insectos a salir de sus escondites.
Este método ha sido utilizado en Venezuela (Gamboa
Cuadrado, 1961) y en otros paises (Pinchin et al.,
1981; Gurtler et al., 1993). En este estudio se us6 una
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solucion acuosa (1:1) de una mezcla de cypermetrina
OMS-2002 (2,5 gr/L) y tetrametrina OMS-1821 (4 gr/
L) (DRAGON®, Induagro, Medellin, Colombia) (para
una concentracion final de 0,125% de cypermetrina
+ 0,20% de tetrametrina) que era rociada sobre las
paredes y enseres. Después de esperar 15 el colector
procedia a la busqueda y recoleccion de los insectos.
En cuanto a los métodos de blsqueda pasiva se
utilizaron (1) la “caja” ideada en Venezuela por
Gomez-Nuiiez (1965) que lleva su nombre, hecha de
de cartulina de 15x30x5 c¢cm con una hoja de papel
tamafio carta plegada en su interior y (2) el método
sugerido por Garcia Zapataetal. (1985) el cual consiste
en una simple hoja de papel de escribir colocada sobre
las paredes de la casa. La caja Gomez-Nuiez permite
evidenciar la presencia de triatominos en la casa por
el encuentro en su interior, de ejemplares vivos o
muertos o bien por la presencia de huevos, exuvias, o
rastros de heces. Para R. prolixus el método sugerido
por Garcia-Zapata permite sélo detectar su presencia
por rastros de heces o huevos adheridos.

Procedimiento en la aplicacion de los métodos

El disefio del ensayo fue concebido de
manera de garantizar, en lo posible, que no hubiese
sesgo causado por conocimiento previo del personal
técnico encargado de la recoleccion acerca del estado
de infestacion de las viviendas a muestrear. A tal fin,
en las fechas previamente programadas para cada
caserio, este personal procedia a colocar en cada
casa tres cajas Gomez-Nuilez, en tres paredes del
dormitorio principal (si habia mas de 1), a una altura
de aproximadamente 1,70 m., excluyendo la pared con
la puerta. Tres hojas de papel de escribir blanco (Bond
A4) fueron colocadas cada una a aproximadamente
50 cm de cada caja Gomez-Nuiflez a la misma altura.
Las cajas y las hojas eran identificadas con el N° del
codigo de la casa y fecha de colocacion. Se advirtid
a los habitantes de no tocar las cajas o papeles, y
tampoco remplazarlos en caso que se desprendieran
de la pared.

Para instruir a los habitantes acerca del
método de recoleccion de los triatominos, se les
mostraban ejemplares adultos y ninfas de las
principales especies en el Pais, R. prolixus, Triatoma
maculata 'y Panstrongylus geniculatus, advirtiéndoles
de toda manera de guardar también otros insectos
parecidos encontrados dentro de la casa durante el
periodo de un mes, hasta la proxima visita del personal
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técnico. Para esto, se les hacia entrega de un recipiente
plastico con cartulina doblada en su interior y cubierto
con fina organza, ademas de un gancho de carpeta
doblado por la mitad a ser usado como pinza blanda
para que evitaran el contacto directo con los insectos.
Se les recomendaba no entregar los recipientes a este
personal hasta que ellos mismos lo solicitaran. Esto
con la finalidad de que el colector, al llegar a la casa
a muestrear, procediera de inmediato a la busqueda
activa y evitar por lo tanto que fuera influenciado por
los resultados obtenidos por los habitantes.

Un mes después, el equipo asignado a
cada caserio regresaba al sitio para llevar a cabo la
busqueda activa que debia realizar sin conocer los
resultados de los otros métodos de captura aplicados
anteriormente. Con esta finalidad cada uno de los
colectores efectuaria en primer lugar, el primer dia
de trabajo, la busqueda activa utilizando solamente
linternas y pinzas durante 2 h en la mitad de las
casas en estudio en cada caserio. S6lo después de la
busqueda activa, el colector procedia a recoger en el
orden siguiente: (1) los recipientes de larecoleccion de
triatominos efectuada por los habitantes, (2) las hojas
de papel pegadas a la pared, las cuales eran revisadas
en el lugar para detectar rastros de heces o huevos
y llevadas al laboratorio para posterior chequeo y
(3) las cajas Gomez-Nufiez guardando, en caso de
estar positivas, el material colectado en recipientes
debidamente rotulados y registrando todos los datos
preliminares en las planillas correspondientes a cada
captura que también serian chequeadas de nuevo en el
laboratorio.

Al dia siguiente los colectores intercam-
biaban las casas, de manera que, al realizar la
busqueda activa con excitante, no estarian sesgados
por los resultados obtenidos el dia anterior con los
otros métodos de captura, ya que tenia instrucciones
de no intercambiar ni comentar los resultados hasta
finalizar el muestreo con todos los métodos.

Acividades de laboratorio

Todo el material era llevado al Centro
Nacional de Referencia de Flebotomos y Otros
Vectores de la Universidad de Carabobo (CNRFV-
BIOMED-UC) en Maracay para las siguientes
actividades: (1) separacion, identificacion y censo de
los insectos contenidos en los diferentes recipientes
de recoleccion; (2) examen de heces para busqueda
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de infeccion natural a 7. cruzi, toda vez que fuera
posible. Es de notar que mucho del material colectado
por los habitantes durante el periodo de un mes llegaba
muerto o en condiciones de ayuna al laboratorio. Por
otro lado, cuando eran colectadas hembras, en muchos
recipientes habian huevos eclosionados y ninfas
nacidas en el frasco. La mayoria eran ninfas de ler
estadio, por lo tanto cuando habian sido recolectadas
hembras, solo se contabilizaron las Ninfas de III
estadio en adelante como producto de la recoleccion
de los habitantes, tomando en cuenta el conocido
fenémeno de canibalismo o hemocleptohematofagia
(Feliciangeli ef al., 1988; Sandoval et al., 2000), que
podria permitir la evolucion, durante un periodo de un
mes, de las ninfas nacidas hasta el estadio de Ninfas
II. Cuando no habia hembras en el recipiente, se
incluyeron en la muestra todas las ninfas, cualquiera
fuera el estadio.

Para la busqueda de infeccion natural a
T cruzi en los triatominos, las muestras fecales
se examinaron en fresco en una gota de solucion
fisiologica a un aumento de 40x. En caso de
visualizacion de flagelados se practicaba la coloracion
de las laminas con Giemsa y se intentaba el cultivo en
medio NNN para posterior identificacion del linaje de
T. cruzi por técnicas moleculares.

Analisis de los resultados

Para evaluar la eficacia de los métodos
utilizados, se compararon las proporciones de los
insectos colectados con los diferentes métodos,
utilizando la prueba del y* con correccion de Yates y
la prueba de Fisher cuando las muestras a comparar
tenian algiin elemento <5. Para los calculos se uso el
programa Epilnfo 6.

Los indicadores operacionales epidemio-
logicos, dispersion o indice de infestacion en un area
determinada por localidades, indice de infestacion
intradomiciliaria, indice de colonizacion e indice de
de infeccion de especies triatominicas a 7. cruzi para
cada estado, fueron calculados segin WHO (2002).

RESULTADOS
Comparacion de métodos de captura

En las Tablas I y II se presentan los datos de
los triatominos colectados en Portuguesa y Barinas
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utilizando los 5 métodos de recoleccion de triatominos
arriba descritos, por especie y estadio de desarrollo y
el niimero de examinados y positivos a 7. cruzi.

De las 11 localidades de Portuguesa donde
se muestrearon un total de 200 casas, 7 se encontraron
positivas con 32 casas infestadas (16%), 31 fueron
detectadas positivas por el método de recoleccion de
los habitantes (2 de las cuales fueron positivas también
para busqueda activa y busqueda activa con excitante),
mientras que una sélo fue detectada positiva por el
método de las caja Gomez-Nufiez. Es de notar que
una casa en San Bartolo aport6 el 40,75% (n=71) de
todos los triatominos colectados con presencia de todos
los estadios ninfales. De las 29 localidades de Barinas
donde se muestrearon 350 casas, fueron positivas 27
localidadesy 101 casas (28,86%): 1 fue detectada positiva
so6lo por la caja Gémez-Nufiez, y 1 sélo por busqueda
activa con excitante, mientras que de las restantes 99,
todas detectadas positivas por los habitantes, una lo fue
también por busqueda activa, 1 por busqueda activa
por excitante y una a ambos metodos, recoleccion por
habitantes y caja Gomez-Nuiez.

En el estado Portuguesa se colectaron en
el intradomicilio 3 especies, R. prolixus, Rhodnius
pictipes 'y P. geniculatus, mientras que en Barinas
se colectaron ademas Eratyrus mucronatus y T.
maculata. En ambos estados R. prolixus constituyod
mas del 80% de la poblacion total de triatominos.

Como era de esperarse, la mayoria de los
insectos colectados fueron adultos en ambos estados
por ser éstos de mayor tamafo y por lo tanto mas
facilmente detectados tanto por los recolectores, como
por los habitantes. Por lo tanto no parece apropiado
tomar estos resultados como representativos de la
composicion etaria de la poblacion en condiciones
naturales intradomiciliaria, ain cuando, en algunas
oportunidades, los habitantes colectaron hasta ninfas
de ler estadio. No hubo una diferencia significativa
en la proporcion de Ninfas vs. adultos en las muestras
colectadas entre los dos estados (y>= 0,87, P=0,35;
df=1; OR= 0,83<0,57<1,21) lo cual fue corroborado
también a través de la comparacion del indice de
colonizacion.

Tabla I. Triatominos colectados en 32 casas de 7 localidades del estado Portuguesa (2000-2004) disecados
y positivos a Trypanosoma cruzi, distribuidos por método de captura, especie y estadio de desarrollo.

No % de la

. S No. casas especie

R. prolixus Ipcalldades infestadas 3 Q NV NIV NIl NIl N1  Total % del total
infestadas : .
triatominos =

Recoleccion por 7 31 40 49 31 14 10 - - 144 82,28
los habitantes
Busqueda 2 2 11 7 2 4 - 20,00
activa 15
Busqueda
activa con 2 2* 2 2 7 1 3 - - 15 20,00
excitante
Cajas Gomez- 1 1o o o o0 o0 o 0 1 1 0,57
Nufez
Total 43 52 45 17 17 0 1 175 97,22 .
Total disecados 20 18 33 9 1" 91
Total pgsmvos a 1 1,09
T. cruzi 1
P. geniculatus
Recoleccion por
los habitantes 4 4 4 2228
R. pictipes
Recoleccién por 1 1 0555

los habitantes

*estas casas también resultaron positivas por el método de recoleccion por habitantes

** esta casa solo fue positiva por este método
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Tabla Il. Triatominos colectados en 101 casas de 27 localidades del Estado Barinas (2003-2004),

distribuidos por método de captura, especie y estadio de desarrollo,

Trypanosoma cruzi.

examinados y positivos a

% colectado

I. No. B
. . No. casas por método
R. prolixus _Io_calldades infestadas 3 Q NV NIV NIl NIl NI Total % del total
ininfestadas ; .
triatominos &
Recoleccion por 27 100 55 125 10 12 12 3% 34# 251 80,71
los habitantes
Busqueda activa 1 5 2 1 8 5 16 13 45 14,47
Busque(_:Ia activa 1 1 1 1 0.32
con excitante
Cajas Gémez- 3 3% 1 13* 14 4,50
Nufez
Total 57 127 19 17 28 16 47 311 81,20 =
Total examinados 42 88 11 13 0 0 163 49,84
Total positivos a 5 1 2 0 1 - - 19 11,66
T. cruzi
T. maculata
Recoleccion por 8 16 6 3 8 3 12 8 0 40 61,54
los habitantes
Busqueda activa 1 1 1 1 13 2 3 2 22 33,85
Busque(lja activa 1 1 2 9 3,07
con excitante
Cajas Gomez- 1 1 1 1 1,54
Nufez
Total 7 4 21 5 18 10 1 65 16,97 &
Total examinados 2 4 11 0 30 46,15
Total p93|t|vos a 1 1 2 6.67
T. cruzi
P. geniculatus
Recole(':mon por 2 2 3 1 4 1,045
los habitantes
E. mucronatus
Recolegcmn por 2 2 2 5 0,52
los habitantes
R. pictipes
Recoleccién por 1 1 1 1 0,26 &

los habitantes

# Ninfas encontradas en casas donde no habian sido colectados adultos ; * 1 de estas casas solo fue detectada positiva por las Cajas Gomez-Nuiiez
** 9 de estas Ninfas I fueron colectadas en casas donde se colectaron adultos hembras, pero 4 NI se colectaron en una casa donde no fueron encontrados adultos

En la Tabla IIT se presenta el andlisis de la
comparacion del rendimiento obtenido para cada
método utilizado sobre el nimero de casas detectadas
positivas, no encontrandose diferencias significativas
en la eficacia de un mismo método en los dos estados.
Cuando se compararon los resultados obtenidos con
el método de recoleccion por los habitantes vs. los
obtenidos con todos los otros métodos, la diferencia
fue altamente significativa a favor de la recoleccion
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de los triatominos por los habitantes, tanto en
Portuguesa como en Barinas, siendo por lo tanto
obvio que este método fue superior a cada uno de
los otros, si considerado separadamente. Esto a pesar
de que la informacion recopilada en las encuestas
epidemiologicas sobre la estructura de un total de
481 viviendas en el estado Barinas y 237 en el estado
Portuguesa arrojo los siguientes resultados: 320
“ranchos” vs. 161 “casas” en Barinas y 112 “ranchos”
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Tabla lll. Resultados de 5 métodos de captura intradoméstica de triatominos en las casas detectadas
positivas en Portuguesa (n=32) y Barinas (n=101), Venezuela.

Portuguesa

Barinas

Yates

n (%) n (%) 2 i
Recoleccion habitantes 31 (96,9) 101 (100) 0,37 0,54
Busqueda activa 2 (6,25) 5 (4,95) - 0,54**
Busqueda activa con 2 (6,25) 2(1,98) - 0.,24**
excitante
Caja Gomez-Nufez 1*(3,1) 4 (3,96) - 0,65**
Hoja de papel 0(0) 0(0)

9 0 xX

n (%) P n (%) Yates P

Recoleccioén habitantes 31(96,9) 101 (100)
VS. 0.0000** 157,78 0,0000

todos otros métodos 5 (15.6) 11(10,9)

* Esta casa fue detectada positiva sélo con este método; ** P de Fisher.
Nota: en cada comparacion. los grados de libertad siempre fueron igual es a 1

vs. 125 “casas” en Portuguesa, siendo la diferencia de
proporciones estadisticamente significativa con mas
“ranchos” en el Edo Barinas que en Portuguesa ()2 =
23,80; df=1; P=0,0000), lo cual indicaria que el tipo
de casas no afect6 los resultados de los métodos de
captura.

Ya habiendo descartado que hubiera
diferencia entre los resultados obtenidos en los dos
estados, tratando la muestra Portuguesa-Barinas
como un solo conglomerado, en la Fig. 2 se grafican
los resultados totales de infestacion sobre la muestra
de las 132 casas positivas y sobre las 550 casas
exploradas en total. Sobre el total de casas positivas, en
131 (99,2%) la presencia de triatominos fue detectada
por lo habitantes vs. 5,3% por busqueda activa; 3,38
por la caja Gémez-Nuiiez; 3, 03% por busqueda con
excitante y 0% por la hoja de papel. Sobre el total
de casas exploradas, el valor mayor de infestacion
intradomiciliaria fue obtenido por los habitantes:
23,95% vs.0,23% con la busqueda activa; 0,07% con
la busqueda activa con excitante y 0,91% con la Caja
Gomez-Nuiiez. En ambos casos la comparacion de
proporciones evidencio la eficacia muy superior de
este método con respecto a todos los otros.

Indices entomolégicos
Enlas TablasIVy V se presentan datos crudos
y algunos indicadores entomologicos (infestacion

intradomiciliaria, colonizacion e infecciéon natural
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a T cruzi), referidos Uinicamente a R. prolixus, el
vector predominante por localidad en cada estado.
Tomando en cuenta todos los métodos utilizados, el
indice de dispersion (No. de localidades positivas a
triatominos /No. de localidades investigadas x 100)
fue de 63,3% (7/11) en Portuguesa y 93,10% (27/29)
en Barinas (P=0,03; OR: 0,01<0,13<1,19); el indice
de infestacion intradomiciliaria a triatominos (No. de
casas positivas /No. casas exploradas x 100) fue igual
a 16% (32/200) en Portuguesa y significativamente
mayor, 28,86% (101/350) en Barinas (y>= 10,78;
P=0,001; 0,29<0,47<0,75). Este indicador cambio
muy poco cuando se calculé solamente para R.
prolixus, el cual, como era de esperarse, fue la especie
predominante.

En cambio, no hubo diferencias en el indice
de colonizacién a R. prolixus (No. de casas con ninfas
/ No. de casas exploradas x 100) de 4% (8/200) en
Portuguesa con respecto al 6% (21/350) en Barinas
(x*=0,66; P=0,41; OR= 0,26<0,65<1,59).

Finalmente, el indice de infeccion registrado
en la muestra del estado Portuguesa fue de 1,09 %
(1 R. prolixus positivo/91 R. prolixus examinados x
100) y de 11,66 (19/163 x 100) en Barinas (y*= 5,95;
P=0,01; OR= 0,02 <0,10<0,44). Los flagelados en
heces coloreadas con Giemsa, por caracteristicas
morfolédgicas del nucleo, kinetoplasto y pliegues de
la membrana ondulante fueron identificados todos
como 7. cruzi.
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Fig. 2. Resultados de diferentes métodos de captura intradoméstica de triatominos por casas positivas
(n=132) y por el total de casas exploradas (n= 550): RH (recoleccion por los habitantes), BA (busqueda
activa), BA exc (busqueda activa con excitante), G-N (cajas Gomez-Nunez), HP (Hoja de papel).

Tabla IV. indices entomolégicos de 11 localidades del Estado Portuguesa (2002)

No casas

infestadas por Infestacion.

Colonizacién por

Municipio/ No casas triatominos= a triatom/casa Rp./ casas ex No. Rp Infeccién a
Localidad exploradas (%)=infest a P o p: examin. T. cruzi (%)
No casas (%)
R.p./Icasa
Infest. por R.p.

Unda
Palma Sola 12 2 16,7 0 0
Agua Clara 2 0 - -
La Pica 15 0 -
El Helechal 14 0 - -
Morichal 10 5 50 30 10 0
Qda. Negra 21 7 33,3 0
La Esperanza 10 0 0 0 - -
El Mosquito 21 5 23,8 4.8 0
Pele el Ojo 23 3 13,04 0 4
Santa Lucia 34 7 20,59 5,8 21 4,76
San Bartolo 38 3 7,5 7,9 51
Total 200 32 91
X 16,00 4 1,09
IC 95% 11,21-21,82 1,74-7,72 0,03-5,97
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Tabla V. indices entomolégicos para 29 localidades del Estado Barinas (2003-2004).

No casas Infestacion

Municipio/ No casas  infestadas Intradom. Nocasas __Infestacion Colonizacién No. Infeccion
Localigad exploradas triatgr%rinos a t{(i);aot)c')m |n:)eosrtaR§1pas |ntr2d'ggq|(%/|l|)ana por Rp (%) e;m a Q‘,/cogUZ’
Barinas
Parangula 6 3 50 3 50 0 2 0
Lag 6 3 50 3 50 16,6 10 40
Hermosa
Gallegos 10 4 40 3 30 10 7 0
Rio Bravo 10 9 90 5 50 30 15 6,7
Guaranda 10 7 70 6 60 10 12 0
Guachiquin 15 6 40 4 26,7 0 4 0
Carvajal 23 9 39,1 8 34,8 4,35 12 33,3
Bolivar
Barragan 10 8 80 8 80 30 13 15,4
El Castillo 4 3 75 2 50 0 5 60
Los Morenos 10 5 50 5 50 0 8 12,5
La Carabela 4 1 25 1 25 0 1 0
Pedraza
Ticoporo 10 2 20 2 20 0 1 0
Carreteron 11 5 45,5 5 45,5 0 13 0
Cascabel Il 20 9 45 9 45 10 18 5,6
Sta Maria 12 2 16,7 1 8,3 0 2 0
de Canagua
Salomé 10 2 20 2 20 10
Sta Rosalia 10 3 30 2 20 10
La Tigra 10 0 0 0 0 0 0 -
Cruz
Paredes
Soco 10 6 60 6 60 20 21 9,5
Quebradon 10 3 30 3 30 0 6 0
Obispo
Mata de 8 1 12,5 1 12,5 12,5 2 0
Agua
Sta Cruz 10 1 10 1 10 10 0
Antonio José
de Sucre
Chameta 9 1 11,1 1 11,1 0 1 0
Sosa
Chaparrito 10 2 20 1 10 0 1
Paso Real 15 2 13,3 2 13,3 6,7 1
Rojas
Machado 22 0 0 0 0 0 0
Cafio Hondo 13 2 15,4 1 7,7 7,7 1
Trueno 27 1 3,7 1 3,7 0 2
Florida 25 1 4.0 1 4.0 0 0 -
Total 350 101 87 163
X 28,86 24,85 6,0 11,65

IC 95% 24,16-33,91 20,41-29,73 3,75-9,02 7,17-17,60




DISCUSION

Los resultados obtenidos con los 5 métodos
para la deteccion de la presencia de triatominos
(recoleccion por los habitantes, busqueda activa,
busqueda activa con excitante, caja Gomez-Nuiiez y
hoja de papel) en 550 casas en los Estados Portuguesa
y Barinas, demostraron de manera inequivoca la
mayor eficiencia del método de recoleccion por los
habitantes con relacion a todos los otros métodos.

Los métodos de captura pasivas vs. los
métodos de captura activa de triatominos han sido
comparados en diferentes paises por varios autores. El
método tradicional mas usado, la bisqueda activa, no
necesariamente prueba la ausencia de los triatominos
y a menudo falla en situaciones de baja densidad
(Schofield, 1978). Su confiabilidad depende ademas
del nimero de colectores y el tiempo invertido en la
busqueda y de la experticia y fatiga de los colectores
(Forattini et al., 1969; Gomez-Nuiez, 1965). La
blsqueda activa con excitantes proporciond mejores
resultados, siendo recomendado especialmente para el
monitoreo de la infestacion post-rociado (Pinchin et
al., 1981). Sin embargo en nuestro trabajo la busqueda
con excitante no fue mucho mas efectiva que la
busqueda activa, lo cual puede encontrar explicacion
en que ya la mayoria de los insectos presentes en
la casa habian sido recolectados sea bien por los
habitantes o por el técnico que efectio el dia anterior la
busqueda activa sin excitante. La caja Gomez-Nuiiez
ha tenido en varios paises buena aceptacion como
método no influenciado por variables inherentes al
colector y por demostrar una alta sensibilidad incluso
en situaciones de baja densidad, por lo tanto muy util
(Schofield, 1978), sin embargo, segiin Garcia-Zapata
et al. (1985), es demasiado costoso para ser adoptado
para la vigilancia epidemioldgica. Estos autores
comparan este método y proponen remplazar la caja
Gomez-Nuiilez por una hoja de papel de menor costo,
por demostrar la misma sensibilidad en la deteccion
de la presencia de triatominos por rastros fecales.

En este trabajo, ni los métodos de busqueda
activa, ni los de busqueda pasiva fueron realmente
utiles para un conocimiento adecuado de la situacion
epidemioldgica, puesto que todos estos métodos en
conjunto llegaron a detectar sélo el 12,03% vs. el
99,25 % de todas las casas positivas detectadas por
los habitantes. Estos resultados sugieren un nuevo
escenario epidemioldgico en Venezuela, donde, en
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las localidades en las cuales se ha interrumpido el
ciclo doméstico, la presencia de los insectos dentro
de la casa parece ser principalmente producto de
la invasion continua de R. prolixus visitantes que
incursionan a las viviendas procedentes de las palmas
cercanas y, debido a sus caracteristicas estructurales,
sea bien “viviendas rurales” o “casas de bloques” en
el estado Portuguesa, o “ranchos” de tablas de madera
en el estado Barinas, los insectos no encuentran un
habitat propicio para el establecimiento de colonias
estables, como lo demuestran los bajos indices de
colonizacion. Esto explicaria porqué su presencia
es detectada facilmente por los habitantes durante
las horas nocturnas cuando éstos llegan a las casas
o salen de sus precarios escondites, mientras que no
son colectados por el personal de salud que efectia la
busqueda durante las horas del dia. Esto no excluye la
persistencia de focos en los cuales se mantiene el ciclo
intradoméstico y en éstos, después del rociamiento de
las casas, pueden reaparecer poblaciones residuales.

En Barinas se ha demostrado que la densidad
de las palmas alrededor de la casa es factor de riesgo
de la presencia de R. prolixus en la casa (Sanchez-
Martin et al., 2006), asi como a través del estudio de
seroprevalencia realizado en las 85 localidades, se
demostro que la distancia de las mismas a las casas es
factor de riesgo de infeccion a 7. cruzi en la poblacion
(Feliciangeli et al., 2007a). Estos datos avalan esta
hipétesis confirmada por estudios morfométricos
(Feliciangeli et al., 2007b) y moleculares (Fitzpatrick
et al.,2007) que han demostrado la existencia de flujo
genético de las poblaciones silvestres de la palma a
las casas y al peridomicilio.

Casos de transmision vectorial mantenida
por triatominos silvestres visitantes ha sido
reportadas en otros Paises. La emergencia de la
Enfermedad de Chagas en Pad de Lumiar, Estado
de Maranhao, Brazil fue atribuida a R. prolixus y
Rhodnius neglectus ancestralmente adaptados a la
palma Attalaea phalerata (Texeira et al., 2001). La
palma “tagua” (Phytelephas aequatorialis) infestada
por Rhodnius ecuadoriensis, el segundo vector en
Ecuador y Perli, es considerada un “ecotopo de
riesgo” para los habitantes que viven en su cercania
(Abad-Franch ef al., 2005) y la aparicién en 1987 de
dos casos agudos en nifios en Posocol de San Carlos,
y mas tarde de dos casos cronicos en dos nifias en
Los Chiles, en Costa Rica, en ausencia de Triatoma
dimidiata, sugirid6 que estos casos fueron debido a
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transmision por R. pallescens, habitante de Attalea
butyracea y visitante consuetudinario de las casas en
los llanos de Nicaragua y Costa Rica (Zeledon et al.,
20006). Estas situaciones ponen en duda la posibilidad
de eliminacion de la Enfermedad de Chagas celebrada
en el Cono Sur (Schofield & Dias, 1999) y perseguida
por las Iniciativas de los Paises Andinos (WHO, 1997)
y de Centro-América (WHO, 1998).

Indudablemente son necesarias bases
cientificas para el entendimiento de las diferentes
situaciones epidemioldgicas para la optimizacion
de los recursos disponibles y los resultados de este
trabajo resaltan la importancia de la educacion para la
salud y la incorporacion efectiva de la comunidad al
PCECh como una ayuda muy valiosa en la vigilancia
epidemiologica de la Enfermedad de Chagas. Su
efectividad, a través de puestos de notificacion de
triatominos (PNT), fue ampliamente comprobada en
Brasil (Pinto Dias & Ribeiro Garcia, 1978; Garcia
Zapata & Marsden, 1993). En Venezuela, ya en
1995, Aché y Sifontes propusieron esta alternativa
para la actualizacion permanente de los indicadores
a nivel de los caserios a través de estimaciones
puntuales, necesarias para la estratificacion de
riesgo y focalizacion de las medidas de control, sin
embargo para esa fecha no fue implementada y solo
recientemente se ha iniciado un estudio piloto con
el establecimiento de los PNT en el Estado Trujillo
(Benitez et al., 2006). La implementacion de este
método a escala nacional deberia ser vista como una
necesidad y una prioridad.
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Comparison of methods of intradomestic
capture of Chagas disease vectors in
Venezuela

SUMMARY

Among the epidemiological surveillance
activities, risk stratification is needed in order to
establish priorities in the Chagas disease control
program for the purpose of resource optimization.
It is therefore necessary to rely on a method of high
sensitivity for the detection of domestic infestation
by triatomine vectors, mainly in situations of low
density. In this study the results obtained with 5
capture methods were compared, 2 of passive search:
Gomez-Nuiiez boxes and A4 bond paper located on
the walls of the bedrooms, 2 methods of active search
carried out by trained personnel: direct capture without
and direct search with the aid of a flushing agent
(cypermethrin + tetrametrhrin) and the collection of
live triatomine vectors by the inhabitants, during 1
month. The study was carried out in 11 localities and
200 houses of Portuguesa State and in 29 localities
and 350 houses in Barinas State. Results obtained with
the different methods were not significantly different
in the 2 states. Of the total of 550 houses explored,
132 were positive, in 131 (99.2%) the presence
of bugs was detected by the inhabitants vs. 5.3%
by active search: 3.38% by Gomez-Nufiez boxes;
3.03% by flushing out search and 0% by paper. Five
species and 563 individuals were collected: Rhodnius
prolixus was the predominant species, followed by
Triatoma maculata, Panstrongylus geniculatus and R.
pictipes. The epidemiological indices of dispersion,
colonization and infection to Trypanosoma cruzi
were calculated for each locality. Results support the
hypothesis of a new epidemiological scenario where,
in the localities in which the domestic cycle has been
interrupted, the transmission is primarily maintained
by visiting R. prolixus coming in from nearby
palms. The unequivocal importance of community
participation in the epidemiological surveillance in
the Control Program of Chagas disease in Venezuela
is pointed out.

Key words: triatomine vectors, capture methods,
Chagas disease, Venezuela.
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Eficacia del Griselesf® (Bacillus sphaericus 2362) como controlador

biologico de larvas de Anopheles aquasalis Curry
Frances Osborn!, Melfran Herrera? & Armando Salazar?

Actualmente existen diferentes productos a base de Bacillus spp. que tienen un efecto larvicida
sobre Anopheles spp., vectores de la malaria. Sin embargo, su eficacia es variable dependiendo de
la especie blanco y las condiciones ambientales. Se evalud la efectividad del producto Griselesf®
(Bacillus sphaericus 2362) como controlador biolégico de Anopheles aquasalis, principal vector de
malaria en el estado Sucre, en dos ocasiones bajo las mismas condiciones de laboratorio, en el afio
2002 y luego en el 2006. Se prepararon soluciones del producto a concentraciones de 1, 5, 10, 50
y 100 ppm (afio 2002) y 5, 25, 50, 75 y 100 ppm (afio 2006), en 600 mL de agua potable. Luego se
trasvasaron 100 mL de cada una de las soluciones en envases plasticos de 250 mL y se colocaron 10
larvas de los estadios tercero tardio o cuarto temprano en cada uno de los recipientes. En el 2002, a
los 48 horas en 100 ppm el Griselesf® habia matado solamente 0,84% de la poblaciéon aumentando a
25% alas 72 horas. En el 2006, en 100 ppm, hubo mortalidades de 6,67 y 11,67% de las poblaciones
de las larvas a las 48 y 72 horas respectivamente. Los resultados sugieren que Griselesf® no es
efectivo contra las larvas de An. aquasalis del estado Sucre.

Palabras claves: Anopheles, biolarvicida Bacillus sphaericus (2362).

INTRODUCCION

Actualmente existen diferentes productos
comerciales a base de bacterias del género Bacillus
spp. que tienen un efecto larvicida sobre Anopheles
spp., vectores de la malaria. Sin embargo, la eficacia
de las diferentes formulaciones puede variar
dependiendo de la especie blanco y las condiciones
ambientales, entre otras (Becker et al., 1989). Por lo
tanto, es importante seleccionar la formulacion mas
efectiva para asegurar su eficiencia para controlar las
poblaciones de las diferentes plagas de salud publica
en las regiones donde se encuentran.
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La formulaciéon comercial Griselesf®, a
base de Bacillus sphaericus 2362, ha sido empleada
en varios paises de Centro y Suramérica desde el
afio 1991, con un alto grado de éxito. Montero et
al., (1991), aplicaron este producto en 160 criaderos
de Culex quinquefasciatus, Aedes taeniorhynchus y
Anopheles albimanus en el municipio Santa Cruz, La
Habana, Cuba, donde causé un 100% de reduccion
larvaria hasta por 5 meses. Estos estudios fueron
replicados en el municipio Buenaventura (Colombia)
(Villarreal, 1995), Managua (Nicaragua) (Rivera,
1997), Guatemala (Blanco et al., 2000) y Honduras
(Blanco et al.,2002). En todos estos reportes se empled
una dosis de 10 mL/m2 del producto, obteniéndose
reducciones larvarias entre 78,12 (Blanco et al.,
2002) y 100% durante periodos de tres a cinco
meses (Villarreal, 1995; Rivera, 1997; Blanco et al.,
2000, 2002). Todas las pruebas se hicieron contra An.
albimanus, excepto la realizada en Colombia, donde
se aplicé el producto en criaderos de An. albimanus 'y
An. nuneztovari.



Eficacia del Griselesf® contra Anopleles aquasalis

Sin embargo, Delgado et al (2001)
compararon Vectolex WDG® (al 51,2%) y Griselesf®,
ambos a 0,25 g de ingrediente activo por m?’
(equivalente a 51 mL/m?), contra larvas de Anopheles
sp. en Boca de Nigua, Republica Dominicana. El
Vectolex WDG® tuvo un mejor desempefio hasta el
cuarto dia con un 100% de reduccion comparado con
un 58,2% producido por el Griselesf®. No obstante,
ambos productos presentaron 0% de reduccion para
el dia once.

Ademas, Berti et al. (2006), realizaron
ensayos de efectividad y persistencia de Griselesf®,
aplicando 0,25 g/m? contra poblaciones larvales de
An. aquasalis en un pantano arbdreo en el municipio
Marifio, estado Sucre, Venezuela, obteniendo como
méaximo de mortalidad alrededor del 62,8% en los
primeros dos dias de iniciado el ensayo para luego
caer a partir del octavo dia, hasta llegar a 48,6% a los
16 dias.

En el afio 2002, el Ministerio de Salud de
Venezuela importd el Griselesf® para el control de
las poblaciones de Anopheles spp., vectores de la
malaria en este pais. En el estado Sucre, como parte
del programa de control vectorial de anofelinos se
realizaron aplicaciones aéreas durante los meses de
marzo y abril de 2002 en criaderos inabordables por
via terrestre debido a su gran extension o dificultad de
acceso. Dichos criaderos se encontraban localizados
en los municipios Marifio, Cajigal, Libertador
y Benitez (Informes Internos de la Gerencia de
Saneamiento Ambiental (GSA) de FUNDASALUD,
estado Sucre, 2002). Sin embargo, en esta oportunidad
no se realizaron evaluaciones previas de laboratorio
o de campo sobre la eficacia y persistencia de la
formulacion contra larvas del vector local, An.
aquasalis.

Debido a lo anterior, y a que el Griselesf®
ha mostrado una eficiencia variable contra diferentes
especies de Anopheles, se considero necesario realizar
estudios de laboratorio para evaluar el efecto larvicida
del Griselesf® sobre An. aquasalis, principal vector
de la malaria en el estado Sucre.

MATERIALES Y METODOS

La formulacion de Griselesf® (0.6% 1A, 600
ITU/mg) empleada fue importada a Venezuela por el
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Ministerio de Salud de la empresa Labiofam, Cuba, y
fue enviada a la Gerencia de Saneamiento Ambiental
(GSA). Se realizaron dos ensayos, el primero en
septiembre de 2002 y el segundo en mayo de 2006. El
producto empleado en ambas experiencias provenia
de lotes diferentes, recién importados a Venezuela y
viables segun la etiqueta.

Las larvas fueron obtenidas a partir de
hembras adultas de An. aquasalis capturadas de
un potrero de vacas en el pueblo de Rio de Agua,
municipio Libertador, Estado Sucre (10°35"11,7""N;
62° 58" 09,8"" 0), segun la metodologia de Delgado
(1998) y Gomez & Osborn (2002) e identificadas
utilizando las claves de Cova-Garcia & Sutil (1977).

Los experimentos se realizaron en el
Laboratorio de Entomologia Dr. J. V. Scorza (LEJVS)
de la GSA, en Carupano, estado Sucre. En ambos
casos, las larvas de An. aquasalis se criaron hasta
los estadios tercero tardio o cuarto temprano en
bandejas plasticas de 24 x 16 x 6 cm con 200 mL
de agua potable a una temperatura de 27 + 0.50C, %
humedad 80 + 5, y fotoperiodo 12:12, utilizando la
metodologias de Delgado (1998) y Gémez & Osborn
(2002).

Se prepararon soluciones del producto a
concentraciones de 1, 5, 10, 50 y 100 ppm (afio 2002)
y 5,25,50,75y 100 ppm (afio 2006), en 600 mL de
agua potable. Luego se trasvasaron las larvas a envases
plasticos con una superficie de 83 cm? y profundidad
5 ¢cm, con 100 mL de cada una de las concentraciones
a probar y se colocaron 10 larvas en cada uno de los
recipientes. En cada ensayo se utilizaron 6 réplicas
por concentracion de producto mas sus respectivos
controles, todos montados durante un lapso de no
mas de dos horas. Se anot6 la mortalidad de las larvas
48 y 72 horas después del inicio del experimento y
se corrigid utilizando la formula de Abbott (Abbott,
1925), en el caso que la mortalidad de los controles
excediera el 5%:

% mortalidad corregida = (X-Y/X) x 100
donde: X = % de larvas vivas en el control
Y =% de larvas vivas en el tratamiento.

RESULTADOS

En el ensayo del ano 2002, se observd que
a las 48 horas luego de la exposicion de las larvas
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al Griselesf®, hubo mortalidades de 2,5, 1,02 y
0,84% en las concentraciones de 10, 50 y 100 ppm,
respectivamente. Las mortalidades aumentaron
luego de las 72 horas en todas las concentraciones,
alcanzando un 25% de la poblacion a 100 ppm. No se
produjo ninguna mortalidad en los controles (Fig. 1).

En cuanto al bioensayo realizado en el afio
2006, a las 48 horas hubo mortalidades de 6,67; 1,67;
0, 3,33 y 6,67% en las concentraciones de 5, 25, 50,
75 y 100 ppm, respectivamente. A las 72 horas, luego
de la exposicion, la tnica concentracion donde hubo
un aumento significativo fue en 100 ppm donde siete
larvas murieron, representando solamente 11,67% de
la poblacion. No se produjo ninguna mortalidad en
los controles (Fig. 2).

Osborn F. et al.

DISCUSION

En ambos ensayos, el Griselesf® produjo
mortalidades muy bajas en todas las concentraciones
probadas, por lo cual no fue posible el calculo de las
concentraciones letales CL50 y CL95. Es también
necesario resaltar que algunas de las concentraciones
menores produjeron mayores mortalidades en las
larvas que las concentraciones superiores, destacando
especialmente la de 5 ppm en el afo 2006, que
matd mas larvas que las concentraciones de 25, 50
y 75 ppm, tanto a las 48 como a las 72 horas. No
sabemos que podria haber causado este hecho, sin
embargo, es posible que se deba a las diferentes tasas
de alimentacion de los individuos. En todo caso,
es obvio el bajo efecto del Griselesf® en todas las
concentraciones probadas.

Fig. 1. Porcentaje de mortalidad de larvas de 3er-4to instar de Anopheles aquasalis producido por el
producto comercial Griselesf® 2362, a las 48 y 72 horas luego de la exposicion, afio 2002.
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Fig. 2. Porcentaje de mortalidad de larvas de 3er-4to instar de Anopheles aquasalis producido por el
producto comercial Griselesf® 2362, a las 48 y 72 horas luego de la exposicion, afio 2006.
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Eficacia del Griselesf® contra Anopleles aquasalis

Ensayos realizados por otros autores, con
el mismo producto, han producido mortalidades de
50% y 95% a 2,27 y 152,9 ppm, respectivamente,
y 67,36 de eficiencia, para larvas de An. aquasalis
provenientes de mosquitos hembras colectados en la
ribera del Lago de Valencia, estado Aragua (Delgado,
2001).

Delgado et al. (2001), también realizaron
estudios de laboratorio con este producto sobre larvas
de An. albimanus en Santo Domingo, Republica
Dominicana, donde obtuvieron 73% de mortalidad
en 10 ppm (48 horas), lo cual fue comparable con
la mortalidad producida por Vectolex WDG® (al
51,2%) para el mismo periodo: 82%.

Esas mortalidades son mucho mayores
que las obtenidas en este trabajo, lo cual pudiera
deberse a que los individuos de la poblacion de An.
aquasalis aqui estudiada presenten mayor resistencia
al producto que los que se emplearon en los estudios
arriba mencionados.

Las larvas de An. aquasalis colectadas del
estado Sucre han mostrado una mayor resistencia
a otros productos bacterianos, especificamente
Vectobac®-12AS y Bactivec®, comparadas con
larvas de esta misma especie colectadas de otra
localidad en Venezuela. Delgado (1996) y Moreno et
al. (2003), probaron Vectobac®-12AS y Bactivec®,
respectivamente, en agua dulce contra las larvas de An.
aquasalis criadas de adultas colectadas del mismo sitio
en el Lago de Valencia, estado Aragua, encontrandose
valores de las CL50 y CL95 de 0,013 y 0,10 ppm para
Vectobac®-AS12 (Delgado, 1996) y 0,111 y 0,263
ppm para Bactivec® (Moreno ef al., 2003), mientras
que en un estudio realizado por Osborn ef al. (2007)
con los mismos productos contra An. aquasalis del
estado Sucre, los valores de las CL50 y CL95 fueron
0,2 y 0,67 ppm respectivamente para Vectobac®-
12AS, y 0,89 y 5,05 ppm, respectivamente, para
Bactivec®.

Estos resultados sugieren que 4An. aquasalis
aparentemente tiene una mayor resistencia natural que
An. albimanus y que las poblaciones de An. aquasalis
del estado Sucre son mas resistentes que las del Lago
de Valencia, al menos a los productos a base de Bacillus
thuringiensis probados. Sin embargo, es también
aparente que An. aquasalis es mas susceptible a las
formulaciones de Bacillus thuringiensis Vectobac®-

122

AS12 y Bactivec® que al Griselesf®. Otras
formulaciones de B. thuringiensis también han dado
buenos resultados contra esta especie, por ejemplo
Vectobac®-G (0,2 %), Vectobac®-AS (0,6%),
Teknar® (1,6 %) y una formulacion experimental
microencapsulada M-Bti® (0,1 %), que dieron CL50
y CL95 de entre 0.006 y 0.05 ppm, respectivamente
(M-Bti®) y 0,48 y4,8 ppm (Vectobac®-G) (Delgado,
2004).

Esto pudiera implicar que 4n. aquasalis es
mas susceptible a B. thuringiensis que a B. sphaericus.
No obstante, trabajos de laboratorio realizados con
otra formulacion de B. sphaericus han arrojado buenos
resultados, como por ejemplo Narvaez (2003), quién
obtuvo mortalidades de 99% cuando enfrent6 larvas
de An. aquasalis también colectados del estado Sucre,
con Vectolex® CG 7,5% a una concentracion de 0,75

Estudios de campo realizados por Berti ef al.
(2002, 2006) también sugieren la susceptibilidad de
An. aquasalis a formulaciones de B. sphaericus. La
aplicacion de Vectolex® CG 7,5% a una concentracion
de 0,2 g/m2 produjo porcentajes de reduccion de
100% hasta los cuatro dias, bajando a un 67,5% a
los 21 dias en una sabana inundada en el municipio
Cajigal, estado Sucre (Berti et al., 2002). Vectolex®
WDG-51,2%, en un manglar en el municipio Marifio,
estado Sucre, produjo porcentajes de reduccion de
100% hasta los ocho dias y 90,2% hasta los 16 dias
(Berti et al., 2006).

Lo expuesto anteriormente nos demuestra
que existe una variabilidad en la respuesta dosis-
mortalidad entre especies, e incluso entre diferentes
poblaciones de lamisma especie, aun mismo producto,
y diferencias de la susceptibilidad de la misma especie
o poblacion frente diferentes formulaciones, lo que
implica la necesidad de un monitoreo constante
en las regiones donde se utilizan. En este caso, los
resultados resaltan que An. aquasalis del estado
Sucre tiende a tener una mayor resistencia natural a
los larvicidas bioldgicos que otros anofelinos y que es
mas resistente al Griselesf® que otras formulaciones
tanto de B. thuringiensis como a B. sphaericus.

En conclusidn, los resultados producidos por
esta formulacion de B. sphaericus 2362 (Griselesf®)
demuestran un bajo desempeilo contra larvas de
An. aquasalis del estado Sucre, comparados con los
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presentados contra larvas de la misma especie de
otras localidades de Venezuela y contra larvas de
otras especies de anofelinos.

En base a lo anterior, no recomendamos
su uso como controlador bioldgico de las larvas
de esta plaga, al menos en dicho Estado. Ademas,
recomendamos realizar ensayos de este tipo con las
otras principales especies vectoras de malaria de
nuestro pais (An. darlingi, An. nuneztovari y An.
albimanus).
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The effectiveness of Griselesf® (Bacillus
sphaericus 2362) as a biological control of
larvae of Anopheles aquasalis Curry

SUMMARY

There are many different formulations
of Bacillus spp. used as larvicides against the
malaria vectors, Anopheles spp. Nevertheless,
their effectiveness is variable depending on the
target species and environmental conditions. The
effectiveness of Griselesf® (Bacillus sphaericus
2362) as a biological control agent for the principal
malaria vector in Sucre state, Anopheles aquasalis,
was evaluated under similar laboratory conditions on
two occasions, in 2002 and later in 2006. Solutions
of the product were prepared at concentrations of 1, 5,
10, 50 and 100 ppm (2002) and 5, 25, 50, 75 and 100
ppm (2006), in 600 mL of potable water and for each
concentration 100 mL was poured into each of six 250
mL plastic recipients. Ten late third or early fourth
instar larvae were then placed into each recipient. In
2002, after 48 hours in 100 ppm Griselesf® had only
killed 0,84% of the population, rising to 25% after 72
hours. In 2006, in 100 ppm, the mortality rates were
6,67 and 11,67% after 48 and 72 hours respectively.
The results suggest that Griselesf® is not effective
against An. aquasalis from Sucre state.
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Actividad insecticida de extractos vegetales sobre Rhodnius prolixus y
Rhodnius pallescens (Hemiptera: Reduviidae).
Gabriel Parra-Henao'?, Carlos Mario Garcia Pajon®> & José Miguel Cotes Torres’

Se realizaron bioensayos con los extractos etandlicos de las especies vegetales Annona
muricata, Mammea americana, Melia azedarach, Ricinus communis y los insecticidas nicotina
y deltametrina sobre ninfas y huevos de R. prolixus y R. pallescens. Se determiné la toxicidad,
repelencia y actividad ovicida. Los valores mas bajos de CL50 expresados en %p/p obtenidos
respectivamente para R. prolixus y R. pallescens fueron: A. muricata 1,02y 1,74; M. azedarach 1,77
y 1,74. El extracto de M. americana presentd menor actividad insecticida sobre las dos especies
de triatominos: CL50 4,33 y 2,61. La repelencia oscilé entre 51 y 58% y la eclosién de los huevos
fue inhibida entre 10 y 25%. Los resultados de toxicidad se consideran poco promisorios por ser
superiores a la concentracion maxima de 5.000 ppm recomendada por la GTZ.

Palabras claves: Rhodnius, Enfermedad de Chagas, Insecticidas Botanicos, Colombia

INTRODUCCION

En Colombia las especies Rhodnius
prolixus, Stal 1859 y Rhodnius pallescens, Barber
1932 (Hemiptera: Reduviidae) se consideran entre
los principales vectores de la enfermedad de Chagas
a nivel silvestre y doméstico (Lent & Wygodzinsky,
1979; Angulo & Sandoval, 2001); estas especies se
encuentran distribuidas principalmente en el norte,
centro y oriente del pais (Guhl et al., 2007).

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis
americana es una enfermedad parasitaria cronica
causada por el protozoario flagelado Trypanosoma
cruzi  (Kinetoplastida:  Trypanosomatidae), es
considerada un problema de salud publica en la zona
oriental de Colombia que afecta el 7% de la poblacion
y ocasiona altos costos econdmicos en el tratamiento
de la cardiopatia chagasica cronica (Guhl & Nicholls,
2001). Los estudios epidemiologicos realizados por
el Ministerio de la Proteccion Social y la Direccion
General de Salud Publica de Colombia estiman entre
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700.000 a 1.200.000 personas infectadas y 8.000.000
mas en riesgo de adquirir la infeccion (Padilla,
2005). Desde el punto de vista social y econdmico,
esta enfermedad se considera la mas importante del
continente americano (World Bank, 1993).

Debido a que los medicamentos solo son
efectivos en la fase aguda de la enfermedad y a la
ausencia de vacunas para realizar tratamientos a gran
escala, se ha considerado como una alternativa viable
la interrupcion de la transmision de la enfermedad
controlando los vectores mediante insecticidas y
mejorando las condiciones fisicas de las viviendas
rurales para eliminar el habitat de los triatominos
(Schofield, 1985).

La subfamilia Triatominae esta compuesta
por 17 géneros, entre los cuales el género Rhodnius
contiene especies de importancia epidemioldgica
como vectores de la enfermedad de Chagas.
Rhodnius prolixus es considerado el principal vector
en Colombia y Venezuela y R. pallescens en Panama
(Dujardin, Schofield & Panzera, 2002). En el control
de las especies domiciliarias se utilizan insecticidas
organoclorados, organofosforados, carbamatos vy
piretroides sintéticos. Actualmente en las campafias
gubernamentales se emplean insecticidas piretroides
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por ser los mas efectivos (Oliveira, 1984; Schofield,
1985; Zerba et al., 1987), destacandose los de tercera
generacion, que estan enriquecidos con isdmeros
de mayor potencial insecticida. En el marco de las
iniciativas regionales, la aplicacion casi excluyente
de estos productos como medio de control quimico
puede conllevar al riesgo latente de desarrollo
de mecanismos de resistencia (Zerba, 1999), y
contaminacion ambiental (OMS, 2002). Se conocen
mas de 200 especies de artrépodos de importancia
médica que presentan resistencia a muchos de los
pesticidas contemporaneos y requieren para su control
materiales mas potentes, que originan mayores costos
econdémicos y ambientales (Brown, 1986).

En triatominos han sido realizados reportes
de resistencia a insecticidas; Picollo et al. (2005),
reportan altos niveles de resistencia a la deltametrina,
betacipermetrina, betaciflutrina y lambdacihalotrina
en la especie Triatoma infestans de la region norte de
Argentina; en Colombiase hallo menor susceptibilidad
de R. prolixus al Malation, explicada con base a un
elevado metabolismo de carboxiesterasas (Sandoval
etal., 2000). Para minimizar estos riesgos es necesario
desarrollar otras estrategias de manejo y tecnologias
que permitan obtener nuevas alternativas quimicas o
biologicas para el control de triatominos.

Una alternativa viable para el control de
estos insectos surge del concepto de manejo integrado
de plagas, incluyendo controladores bioldgicos,
manejo ambiental y la utilizacion de insecticidas de
origen biologico que proporcionan modos de accion
novedosos y reducen el riesgo de resistencia cruzada
(Arnanson et al., 1989). En Brasil y Paraguay se
han realizado investigaciones orientadas al estudio
de la respuesta de los triatominos y del parasito T.
cruzi a algunos productos naturales. Garcia et al.
(2000), encontraron que la azadirachtina A obtenida
de los frutos de Melia azedarach (Meliaceae) tiene
efectos toxicos sobre R. prolixus, hallando que los
componentes mayoritarios de esta especie vegetal
no solo afectan los triatominos sino también el
desarrollo del 7. cruzi en estos vectores; en forma
analoga encontraron que algunas lectinas del tipo
de las aglutininas obtenidas de Ricinus communis
acttan sobre el ducto gastrointestinal de la especie R.
prolixus. Otros grupos de investigacion (Schmutterer,
1987) han estudiado la toxicidad de los aceites y
extractos vegetales de las semillas de algunas especies
de la familia Meliaceae. Leite et al. (1987), reportan
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efecto insecticida de Ruta graveolens L. (Rutaceac)
y Eucaliptus argenteum L. (Myrtaceae) sobre ninfas
de Dipetalogaster maximus. Arias & Schmeda-
Hirschmann (1988) hallaron efecto repelente del
aceite y del extracto etandlico obtenido de frutos
de Melia azedarach L. (Meliaceae) sobre ninfas de
Triatoma infestans, igualmente observaron que el
extracto etandlico de las hojas de Tagetes minuta L.
(Asteraceae) posee actividad insecticida sobre las
ninfas de Rhodnius neglectus y que los extractos de
Tagetes erecta inhiben el proceso de muda de estos
insectos (Schmeda-Hirschmann & Arias, 1992).

En las evaluaciones de actividad insecticida
realizadas con algunas especies de Asteraceas
paraguayas, Schmeda-Hirschman & Arias (1992),
encontraron que los extractos obtenidos con hexano
de las flores de Achyrocline satureoides producen
mortalidades del 45% al aplicar 0,05 pg sobre los
tergitos abdominales de 7. infestans, y los extractos
etanolicos obtenidos de los tallos de Mikania
cordifolia y Vernonia brasiliana inhiben el proceso
de muda en 7. infestans.

Cabral et al. (2000), evaluaron el efecto
inhibidor de la ecdisis y la alteracion del balance
hidrico producido por seis lignanos y neolignanos en
ninfas de cuarto instar de R. prolixus al aplicar los
tratamientos por via oral, topica y contacto continuo,
observaron que los lignanos burchellin, pinoresinol,
sesamina, lacarin A y acido nordihydroguaiaretico
no causan inhibicién de la alimentacion al aplicarlos
en una concentracion de 100 pg/mL; y el lignano
podofilotoxina no presenta efecto antialimentario,
causando inhibicion del proceso de muda y
toxicidad significativa al aplicarlo por via oral o
topica. El efecto mas significativo de inhibicién de
la ecdisis se presenta con el pinoresinol y el acido
nordihydroguaiaretico con valores que alcanzan el 58
y 50% respectivamente al ser aplicados por via oral;
a la misma concentracion de 100 pg/mL la burchelina
inhibe en un 30% el proceso de muda. Mediante
tratamiento topico ninguno de los compuestos presenta
influencia en el ciclo de la muda y la podofilotoxina y
la burchelina reducen significativamente la excrecion
de los insectos en 24 horas.

El uso de insecticidas botanicos es una
alternativa de control accesible y de bajo costo para los
campesinos y comunidades indigenas que habitan las
zonas infestadas por triatominos, debido a que varias
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especies vegetales que poseen actividad insecticida
reconocida crecen con facilidad o son nativas de
estas areas geograficas y la obtencion de los extractos
activos no requiere de metodologias complejas,
ademas los insecticidas de origen vegetal tienen la
ventaja de ser biodegradables, de disponibilidad
inmediata, bajo costo y pueden ser preparados
artesanalmente mediante tratamientos caseros y
ser aplicados de forma inmediata sin requerir de la
utilizacion de aspersores o implementos costosos.

En Colombia no se han realizado investi-
gaciones orientadas a la evaluacion del potencial
insecticida de especies vegetales sobre triatominos;
sin embargo, se conoce que a nivel etnobotanico y
de tradicion los indigenas que habitan en algunas
comunidades de la vertiente norte de la Sierra Nevada
de Santa Marta utilizan los extractos acuosos de los
frutos de higuerillo (Ricinus communis) aplicados en
las paredes de las chozas y obtienen buenos resultados
en el control de insectos domiciliarios, incluyendo
entre ellos a los triatominos vectores de la enfermedad
de Chagas (Parra, 2005). Con el objetivo de hacer una
aproximacion bioracional al control de los vectores
de la enfermedad de Chagas, hemos evaluado los
extractos provenientes de cuatro especies vegetales
sobre las especies R. prolixus y R. pallescens. En esta
investigacion se presentan y analizan los resultados
de las evaluaciones realizadas bajo condiciones de
laboratorio con los extractos etandlicos obtenidos
de las semillas de Annona muricata (Annonaceac)
y Mammea americana (Clusiaceae); de los frutos
maduros de Melia azedarach (Meliaceae) y Ricinus
communis  (Euphorbiaceac). La potencialidad
insecticida se determinod con base en las evaluaciones
de toxicidad y repelencia sobre ninfas de cuarto instar
de R. prolixus y R. pallescens y la actividad ovicida
sobre las posturas recientes de ambas especies.
Como nivel de referencia se evaluo la actividad del
insecticida piretroide deltametrina y del insecticida
natural nicotina al 98% (grado analitico).

MATERIALES Y METODOS
1. Material vegetal

Las semillas de M. americana y A.
muricata se obtuvieron de frutos comerciales y los
frutos completos de R. communis y M. azedarach
se recolectaron en los predios de la Universidad
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Nacional de Colombia Sede Medellin procedentes
de arboles sanos. Los cuatro materiales vegetales
se secaron a 45 °C por 72 horas, posteriormente se
trituraron y se realizé la extraccion de 500 gramos
de material mediante percolacion con tres litros de
etanol al 95% a temperatura ambiente. El extracto
obtenido se filtrd y se destild a presion reducida en
un rotaevaporador a una temperatura controlada de
40° C. Se empleo solvente grado analitico, redestilado
antes de ser utilizado.

2. Insectos

Las colonias de triatominos (R. prolixus
y R. pallescens) se obtuvieron del Laboratorios de
Entomologia del ICMT-CES y del Grupo de Chagas de
laUniversidad de Antioquia. Ambas especies se mantu-
vieron y reprodujeron en condiciones controladas de
humedad relativa del 80% y temperatura de 27°C.
Las ninfas y los adultos se alimentaron semanalmente
sobre gallinas (Gallus gallus).

3. Bioensayos

3.1. Estudio de la actividad insecticida de los
extractos

Mediante un disefio completamente al azar
se establecieron bioensayos para evaluar toxicidad,
repelencia y actividad ovicida de los extractos.
La toxicidad se evalud siguiendo el protocolo de
Schmeda-Hirschman & Arias (1992), la repelencia se
evaluo siguiendo el protocolo de Arias & Schmeda-
Hirschman, (1988) y la actividad ovicida se evaluo
siguiendo el protocolo de Valladares et al. (1999).

En todos los bioensayos las ninfas se
seleccionaron de la misma edad (ninfas IV de 10 dias
en el estadio), peso (130+£30 mg) y tiempo de ayuno
(seis horas).

3.2. Evaluacion de toxicidad

Para la realizacion de los bioensayos de
toxicidad se uso un microaplicador “Microliter
Syringe Hamilton”, cada extracto se aplicé a un
volumen de 10 pL en los tergos abdominales de 10
ninfas por dosis o concentracion que fluctuaron en el
rango de 5%y 70% (p/p), se realizaron como minimo
tres réplicas de cada experimento y se evaluaron entre
4y 5 dosis que registraron por lo menos 4 puntos entre
el 10 - 80% de mortalidad. Se pretendié encontrar
bajo este disefio la minima concentracion a la cual
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cada extracto presenta actividad estadisticamente
significativa.

En los bioensayos de toxicidad se usaron
ninfas de 4° estadio de R. prolixus y R. pallescens,
la mortalidad de las ninfas se registro a las 72 horas,
se consideraba muerta cada ninfa que colocada sobre
un papel de filtro no presentaba actividad locomotora
propia o estimulada. En todos los bioensayos las
mediciones se hicieron por triplicado, confrontando
la actividad de los extractos con los respectivos
controles y blancos absolutos.

El insecticida deltametrina fue aplicado a un
volumen de 0,5 pL sobre los tergos abdominales de
las ninfas de 4° estadio de R. prolixus y R. pallescens
por triplicado y a las concentraciones de 0.01, 0.025,
0.050, 0.075 y 0.1 % p/p; el insecticida nicotina
se aplicd a un volumen de 0,5 pL sobre los tergos
abdominales de las ninfas de 4° estadio de R. prolixus
y R. pallescens por triplicado a las concentraciones de
0.1, 0.15, 0.25, 0.40 y 0.60 % p/p.

3.3 Evaluacion de repelencia

En el bioensayo de repelencia, se realizaron
cinco repeticiones, estando conformada la unidad
experimental por 18 ninfas de cada especie que se
liberaban al interior de un sistema que se construyo
siguiendo la metodologia de Arias & Schmeda-
Hirschmann (1988) (Fig. 1), en el cual se construyeron
6 refugios con viales de plastico de 25 ml recubiertos
en su interior con papel de filtro (las tiras de papel
previamente pesadas ¢ impregnadas se dejaron
evaporando a temperatura de 30 °C durante 24 horas
antes de ponerlas en el interior de los viales. La

concentracion se expresd en miligramos de extracto
por kilogramo de papel mg/kg) cada analisis se realizo
con 3 viales tratados con el solvente (etanol al 95 %)
y tres con extracto. Se evaluaron las concentraciones
de 5.000, 10.000 y 15.000 mg/kg para cada extracto.
La variable evaluada fue el numero de insectos que
ingresaron en los refugios tratados con el extracto a
cada concentracion durante dos horas de exposicion
para cada repeticion.

3.4 Evaluacion de actividad ovicida

En la evaluacion de actividad ovicida, se
utilizd6 la metodologia descrita por Valladares et
al. (1999). Se realizaron tres repeticiones, estando
conformada la unidad experimental por lotes de
10 huevos. Se evaluaron las concentraciones entre
1.0 y 4 %p/p de cada extracto vegetal. Se tuvo en
cuenta la eclosion natural que presentan los huevos
de R. prolixus y R. pallescens (22 dias a 25 °C y
80% HR). En los ensayos se impregnaron con los
extractos 3 lotes de 10 huevos de cada especie para
cada concentracion. En los ensayos de control se
impregnaron 3 lotes de 10 huevos con el solvente,
el proceso de eclosion se observo durante 60 dias.
Luego de aplicado el tratamiento los huevos fueron
depositados en caja de Petri. La variable evaluada fue
el porcentaje de eclosion de los huevos.

4. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el
paquete estadistico SAS System v 8.2. Los bioensayos
de toxicidad se analizaron mediante el procedimiento
PROBIT para la determinacion de la concentracion
letal 50 de los extractos e insecticidas evaluados.

Fig. 1. Sistema para evaluacién de repelencia en ninfas de R. prolixus y R. pallescens.
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El bioensayo de repelencia se analizd utilizando el
procedimiento FREQ, se calculd la tasa de repelencia
y se aplico una prueba de i’ para evaluar el efecto de la
repelencia. Para el bioensayo de actividad ovicida se
realizé un Analisis de Varianza (ANOVA), mediante
el procedimiento GLM.

RESULTADOS

La relacion entre el peso de material
fresco y material seco expresado como porcentaje
obtenido para las especies vegetales fue de: 56%
para A. muricata, 44% para M. azedarach, 60% para
M.americanay 40% para R. communis. Elrendimiento
de la extraccion expresado en %p/p fue de 28% para
A. muricata, 10% para M. americana, 48,58% para
M. azedarach 'y 70,84% para R. communis.

Potencial insecticida de las especies vegetales
estudiadas

Toxicidad de los extractos vegetales y de los
insecticidas nicotina y deltametrina sobre R. prolixus
y R. pallescens

En el Tabla I y en las Fig. 2 y Fig. 3 se
presentan los valores de toxicidad media CL50
obtenidas con las cuatro especies vegetales sobre R.
pallescens y R. prolixus; similarmente en el Tablalyla
Fig. 4 se presentan los valores de CL50 obtenidos con
los insecticidas deltametrina y nicotina. Se observd
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una mortalidad significativa de las dos especies de
triatominos con los cuatro extractos evaluados a las 72
horas. Los extractos de 4. muricata y M. azedarach
presentaron la mayor actividad sobre las dos especies
de triatominos con concentraciones letales medias
sobre R. prolixus de 1,02 % p/p (1C95%: 0,39-1,59)
y 1,77 % p/p (IC95%: 0,59-2,45) respectivamente
y sobre R. pallescens con concentraciones letales
medias de 1.74 % p/p (IC95%: 0,015-3,16) y 1,74
% p/p (1C95%: 0,44-2,6). Se observod una diferencia
interespecifica en la respuesta de las dos especies de
triatominos al extracto de A. muricata, lo que sugiere
que los metabolitos de esta especie vegetal son mas
activos sobre la especie R. prolixus. Esta diferencia
en la respuesta es muy notoria con el extracto de
R. communis para la cual se obtuvieron valores de
concentracion letal media de 1,87 % p/p para R.
prolixus y 3,77 % p/p para R. pallescens. El extracto
menos activo fue el de M. americana con valores de
mortalidad media de 4,33 % p/p (IC95%: 3,48-5,81)
para R. prolixus y 2,61% p/p (1C95%: 1,33-3,42) en
R. pallescens.

Respecto a los insecticidas nicotina y
deltametriana se observd que la concentracion letal
media obtenida para R. pallescens con deltametrina
es 6,6 veces mas baja que la obtenida con nicotina.
Un comportamiento similar se observd con la
especie R. prolixus que requiere una concentracion
de deltametrina 5,3 veces mas baja para alcanzar la
concentracion letal media con relacion a la nicotina.

Tabla I. Concentracion letal media (CL50) obtenida para cada especie vegetal sobre las ninfas de IV

estadio de R. prolixus y R. pallescens.

Especie de CL50

CL95

) Especie vegetal — — MMO**  CMMO***
insecto Estimativa IC* Estimativa IC*
A. muricata 1,02 0,39-1,59 4,48 2,94 - 10,60 90,00 3
M. azedarach 1,77 0,59-2,45 5,73 3,81-18,83 80,00 3
M. americana 4,33 3,48-5,81 21,74 12,85 -63,16 76,67 7
R. prolixus
R. communis 1,87 0,015-3,27 10,18 5,93 — 859,49 83,33 4
Deltametrina 0,0440 0.0229 - 0,0555 0,1200 0,0912 -0,2852 100,00 0,1
Nicotina 0,24 0,05-0,37 1,08 0,71-3,88 86,67 0,6
A. muricata 1,74 0,015- 3,16 11,74 5,52 -134,13 76,67 3
M. azedarach 1,74 044-26 7,63 5,06 — 32,53 93,33 4
M. americana 2,61 1,33 -3,42 5,88 4,95 -7,61 83,33 7
R. pallescens
R. communis 3,77 3,26 -4,1 6,01 5,44 — 6,98 76,67 5
Deltametrina 0,0331 0,0258 — 0,0412 0,1554 0,1078 - 0,2899 100,00 0,1
Nicotina 0,2123 0,0233 - 0,3779 1,1246 0,6410 — 3,4456 86,67 0,6

* Intervalo de confianza al 95%; ** Concentracién con la maxima mortalidad observada; *#* Maxima Mortalidad Observada en porcentaje.
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Fig. 2. Mortalidad de R. pallescens en las evaluaciones de actividad bioloégica realizadas con los
extractos de M. americana, A. muricata, R. communis 'y M. azedarach .
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Fig. 3. Mortalidad de R. prolixus en las evaluaciones de actividad biolégica realizadas con los extractos
de M. americana, A. muricata, R. communis y M. azedarach.
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Fig. 4. Mortalidad de R. prolixus y R. pallescens con los insecticidas nicotina y deltametrina.
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Las diferencias de actividad observadas
entre los dos insecticidas de referencia sugieren
que la especie R. pallescens es mas susceptible a
los insecticidas que R. prolixus. El extracto de A.
muricata present0 la actividad mas alta y requirié una
concentracion 231 veces mayor que deltametrina y 48
veces mayor que nicotina para alcanzar la CL50 sobre
la especie R. prolixus. No se observd mortalidad en
los controles.

Repelencia de los extractos vegetales sobre ninfas de
4° estadio de R. prolixus y R. pallescens.

Los porcentajes de repelencia obtenidos
con los tres extractos evaluados oscilaron entre 51 y
58%. El extracto de M. azedarach a la concentracion
de 1,0% p/p produjo el mayor efecto sobre las ninfas
de R. prolixus: 58%, mientras que el extracto de R.
communis a la concentracion del 1,0 % p/p fue el
que causd la mayor repelencia sobre R. pallescens
con un valor de 57,5% (Tabla II). El extracto de A.
muricata actué como repelente de las dos especies de
triatominos a la concentracion de 1,5% p/p alcanzando
los valores de 55,33 % para R. prolixus, (P= 0,0023)
y de 55,33% para R. pallescens, (P= 0,0023). Con el
extracto de M. azedarach se observo una respuesta
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de repelencia diferencial ya que R. prolixus presento
repelencia a la concentracion de 0,5% p/p (P= 0,047)
y un porcentaje de repelencia de 53,69%, mientras que
R. pallescens alcanzo este porcentaje de repelencia a
la concentracion de 1% p/p (P=0,019). El extracto de
R. communis presentd un efecto repelente similar al
del extracto de M. azedarach, y en este caso la especie
R. pallescens fue mas susceptible alcanzando el valor
de 56,08 % a la concentraciéon mas baja: 0,5% p/p
(P=10,0072) y R. prolixus requiri6 una concentracion
de 1,5% p/p (P= 0,03) para alcanzar un valor de
repelencia estadisticamente significativo.

Actividad ovicida

Los extractos de A. muricata 'y R. communis
inhibieron en 25% la eclosion de los huevos de R.
prolixus. El extracto de A. muricata produjo inhibicién
del 25% de la eclosion en los huevos de R. prolixus
a la concentracion de 3,0% p/p; mientras que el
extracto de R. communis requirié una concentracion
menor, 2,5% p/p, para alcanzar este mismo porcentaje
de inhibicion de la eclosion de los huevos de esta
especie; el extracto de M. azedarach solo produjo una
inhibicion del 10% ala concentracion de 3,0% p/p (Fig.
5). Se observo que el extracto de M. azedarach fue el
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Tabla Il. Efecto de repelencia de los extractos etandlicos sobre ninfas de IV estadio de R. pallescens y

R. prolixus.
Especies evaluadas Repelencia (%) Tasa de

(planta / insecto) Etanol Extracto repelencia Valor P

47,40 52,60 1,10 0,1367

A. muricata /R . pallescens 46,58 53,42 1,14 0,0856
44,67 55,33 1,23 0,0023**

48,34 51,66 1,06 0,4178

A. muricata /R. prolixus 46,58 53,42 1,14 0,0856
44,67 55,33 1,23 0,0023**

48,75 51,25 1,05 0,4776

M. azedarach /R. pallescens 45,00 55,00 1,22 0,190*
43,33 56,67 1,30 <0,0001**

46,31 53,69 1,15 0,0472*
M. azedarach /R. prolixus 42,00 58,00 1,38 <0,0001**
45,70 54,30 1,19 0,0140*

43,92 56,08 1,27 0,0007**
R. communis /R. pallescens 42,47 57,53 1,35 <0,0001**
42,95 57,05 1,33 <0,0001**

47,10 52,90 1,12 0,0939

R. communis /R. prolixus 48,00 52,00 1,08 0,3174
45,89 54,11 1,18 0,0352*

* Nivel de significancia 5% a=0.05 ; ** Nivel de significacia 1% 0=0.01.

Fig. 5. Inhibicién de la eclosion en huevos de R. prolixus.
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que ocasioné el mayor porcentaje de inhibicion de la
eclosion de los huevos de R. pallescens alcanzando
el valor de 25% a la concentracion de 3% p/p y los
extractos de A. muricata y R. communis inhibieron
en un 20% la eclosion de los huevos de esta especie
de triatomino a las concentraciones de 3% p/p y 2,5%
p/p respectivamente (Fig. 6).

DISCUSION

En las especies mas activas (4. muricata y
M. azedarach) se observd que el rendimiento de la
extraccion fue de 28% para A. muricata y de 48.5%
para M. azedarach, esto se debe a que los rendimientos
obtenidos desde semillas y frutos son muy diferentes
para una misma planta y difieren de planta a planta.
De las cuatro especies vegetales evaluadas se observo
queel extracto de 4. muricata fue el de mayor toxicidad
sobre las ninfas de R. prolixus y R. pallescens; en la
literatura no hay publicaciones previas de la toxicidad
de esta especie vegetal sobre triatominos, sin embargo
no es sorprendente la actividad insecticida observada
debido a que el género Annona posee acetogeninas
bistetrahidrofuranicas y monotetrahidrofuranicas
que presentan actividad biologica (Rupprecht et
al., 1990). Feras et al. (1999), reportan la toxicidad
sobre cucarachas (Blatella germanica) resistentes

Parra-Henao G. et al.

a insecticidas tradicionales de las acetogeninas
obtenidas de algunas especies de anonaceas y Morales
et al. (2004) encontraron que las larvas de Aedes
aegypti y Anopheles albimanus son muy susceptibles
a los extractos polares, no polares y a las mezclas
de acetogeninas de A. muricata, en los estudios
realizados obtuvieron valores de CL50 de 74,7; 236,2
y 20,3 ppm respectivamente. Ohsawa et al. (1990),
publicaron la actividad de los extractos de Annona
glabra, A. montana, A. muricata, A. squamosa, A.
chirimolia 'y A. reticulata sobre Callosobrochus
chinensis (Coleoptera: Bruchidae) y observaron
porcentajes de mortalidad variables, los cuales fueron
inferiores a los hallados en esta investigacion debido
posiblemente a que los coleopteros se caracterizan
por una mayor tolerancia a los toxicos. La toxicidad
de A. muricata contrasta con el efecto de repelencia
observada, la cual fue mas baja que la de los otros
extractos evaluados, lo que indica que los metabolitos
activos pueden ser efectivos contra triatominos solo
por contacto directo.

El extracto de los frutos de M. azedarach
mostr6 actividad toxica sobre las ninfas de R. prolixus
con una CL50: 1,77 % p/p; IC95%: 0,59-2,45 y sobre
las ninfas de R. pallescens con una CL50: 1,74% p/p;
1C:95%: 0,44-2,6; los resultados obtenidos contrastan

Fig. 6. Inhibicion de la eclosion en huevos de R. pallescens.
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con los hallados por Schmeda-Hirschmann & Arias,
(1992), debido a que el extracto obtenido con éter
de petréleo a partir de los frutos de M. azedarach
colectados en Paraguay y evaluados sobre la especie
R. neglectus mostraron una mortalidad muy baja
siendo considerados no promisorios para el control
de triatominos, sin embargo en este mismo estudio
la evaluaciéon del extracto obtenido con éter de
petroleo de las hojas de M. azedarach fue activo
alcanzando mortalidades del 32,5% con la misma
especie de triatomino. Estos resultados confirman
las observaciones hechas por Schmeda-Hirschmann
& Arias (1992), en las cuales detectaron diferencias
en la actividad de los extractos de M. azedarach
obtenidos de plantas colectadas en diferentes sitios.

La actividad ovicida de los extractos
evaluados se considera baja, pues no supero en
ninguno de los bioensayos el 25% de inhibicion de
la eclosion de los huevos, valor que estd muy cercano
a los porcentajes de eclosion natural de los huevos
de R. prolixus, que en condiciones de laboratorio a
21°Cy 90% de humedad relativa han sido reportados
del 85% (Picollo & Zerba, 1997); en los controles
evaluados en este estudio la eclosion de los huevos
de ambas especies de triatominos fue del 100% a
80% HR y 27°C; en otros estudios de evaluacion
de la actividad de extractos vegetales sobre huevos
de T infestans (Valladares et al., 1999), al evaluar
los extractos etanolicos de las hojas y frutos de M.
azedarach sobre T. infestans hallaron que los huevos
tratados con concentraciones de 5,5 y 11,1 % p/v
presentaban porcentajes de eclosion superiores al
80%. En este mismo estudio los autores observaron
efecto repelente del extracto de M. azedarach con
valores de repelencia que fluctuaron entre el 50 y el
100%.

En las evaluaciones de repelencia efectuadas
en este estudio se obtuvieron porcentajes que
oscilaron entre el 51 y el 58%, estos valores de
repelencia se pueden considerar representativos. Los
estudios fitoquimicos realizados por Valladares et al.
(1999), sobre la especie M. azedarach dieron pruebas
positivas para la presencia de flavonoides, limonoides
y lignanos, y negativas para alcaloides y azadiractina,
la cual posee actividad insecticida reconocida y es
considerada como una de las moléculas mas activas
presente en algunas especies de la familia Meliaceae.
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Laactividad toxica observada en este estudio
con los extractos etanolicos obtenidos de los frutos
de M. azedarach coincide con el efecto de repelencia
diferencial obtenida para las dos especies de
triatominos evaluadas que alcanza los mismos indices
a las concentraciones 0,5% p/p para R. prolixus y 1%
p/p para R. pallescens.

Se observd que la especie R. pallescens es
menos susceptible que R. prolixus al efecto toxico
del extracto etanolico obtenido de los frutos de R.
comunis y las semillas de 4. muricata ya que es
necesaria una concentracion mayor que alcanza casi
el doble para obtener la CL50. La susceptibilidad de
la especie R. prolixus a los metabolitos presentes en
los dos extractos citados puede ser debida a factores
genéticos o a factores de adaptacion frente al contacto
con insecticidas de origen natural o sintéticos.

El extracto etanolico obtenido de los frutos
de R. communis presentd toxicidad sobre las dos
especies de triatominos con valores de concentracion
letal media de 3,77 % p/p para R. pallescens y 1,87%
p/p para R. prolixus. Estos resultados sugieren que este
extracto es poco promisorio para el control de estos
insectos. En los frutos de R. communis se ha hallado la
presencia del alcaloide ricinina y de la toxoalbumina
ricina, los cuales presentan una toxicidad muy
alta para humanos, mamiferos e insectos (Farias &
Tokarnia, 1996), sin embargo no se observé actividad
toxica significativa contra los triatominos lo cual
puede indicar que estos materiales no estan presentes
en el extracto etandlico o lo estan en cantidades muy
pequedias debido a la alta polaridad de estas dos
sustancias. En las evaluaciones realizadas con los
extractos acuosos obtenidos a partir de las hojas de
R. communis, Upasani et al. (2003), encontraron una
actividad insecticida muy alta al aplicarlos sobre C.
chinensis L. (Coleoptera: Bruchidae), de este extracto
aislaron varios flavonoides que mostraron potencial
insecticida, ovicida y disuasor de la oviposicion en C.
chinensis.

En las evaluaciones de toxicidad de los
extractos evaluados se observa que no se incrementa
significativamente la pendiente de las curvas aun
cuando se aumentan las dosis de los extractos, esto
puede deberse a dosis subletales por no realizar
las evaluaciones con ingredientes activos que se
obtendrian luego de varias extracciones con solventes
polares y no polares. Por lo tanto, los resultados de
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toxicidad obtenidos con los extractos de las cuatro
especies vegetales evaluadas se pueden considerar
poco promisorios atendiendo las recomendaciones de
la Agencia de Cooperacion Técnica Alemana (GTZ)
debido a que los valores de CL50 obtenidos en esta
evaluacion se encuentran por encima de la concen-
tracion maxima (5.000 ppm: 0,5% p/p) recomendada
para condiciones de laboratorio (Hellpap, 1993); sin
embargo, por tratarse de extractos totales, en éstos
los metabolitos que presentan actividad bioldgica
pueden hallarse en concentraciones muy bajas, por lo
tanto el posterior fraccionamiento y analisis de dichas
fracciones podria llevar a la deteccion de actividad a
concentraciones mas bajas de cada extracto.
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Insecticidal activity of vegetal extracts on
Rhodnius prolixus and Rhodnius pallescens
(Hemiptera: Reduviidae).

SUMMARY

Extracts from vegetal species Annona
muricata, Mammea americana, Melia azedarach,
Ricinus communis and the insecticides nicotine and
delthametrin were tested for repellent, ovicidal and
insecticidal properties against eggs and nymphs of
Rhodnius prolixus and R. pallescens. The lowest
values of LC50 in %W/W to R. prolixus and R.
pallescens was: A. muricata 1.02 - 1.74 and M.
azedarach 1.77 - 1.74. The extract of M. americana
had a weaker effect on the triatominae species LC50
4.33 and 2.61. Repellency fluctuated between 51-
58% and hatching was inhibited between 10- 25%.
Toxicity tests were considered less promising as being
above the maximum concentration recommended by
GTZ.

Keywords: Rhodnius, Chagas disease, insecticides,
botanical, vector control, Colombia.
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Evaluacion ambiental rapida como procedimiento de vigilancia ambiental
en Sorocaima II, municipio Marifo, estado Aragua, Venezuela

José Luis Caceres G.!, Karys Khilzi?, Indira Estanga?, Yalexandra Cortez?, Jaibeth
Duran?, Pedro Fuentes?, Angela Gonzalez?, Said Gonzalez?, Greyla Gonzalez?, Maria
Hernandez? & Andrés Larroverre?

Una Evaluacién Ambiental Réapida, fue realizada durante el afio 2006, en 76 hogares de la
localidad Sorocaima Il, municipio Santiago Marifio del estado Aragua, para conocer su condicion
ambiental. Fueron evaluadas, la vulnerabilidad, la propension del medio, la Calidad de los Servicios
Publicos y las caracteristicas de la contaminacion. La calificacién de 83 puntos sefiala a la comunidad
“con problemas”, aunque cercana a valores de “situacion positiva”, significando que la misma no
estaria expuesta a contaminacion, que existe poca probabilidad de cambios en el ambiente en contra
de la salud humana y que sus instituciones publicas prestan buenos servicios. Sin embargo, las
cifras de categorias “moderada” y “alta” en algunas condiciones de variables como: contaminacion
atmosférica, poluciéon sonora y amenaza a flora y fauna, hacen necesaria su tratamiento para
consolidar una mejor calidad de vida de la comunidad, mediante la proteccion por medios oficiales de
la flora y la fauna en la localidad, la limpieza y mantenimiento de las vias después de la temporada de
invierno y al término de nuevas construcciones, debido a que el desplazamiento de residuos sélidos
y arena en las mismas, ocasionan contaminacion y posiblemente sean la causa de la morbilidad por
enfermedades del sistema respiratorio.

Palabras claves: Evaluacion Ambiental Rapida, vulnerabilidad, propension del medio, calidad de Servicios

Publicos, caracteristicas de contaminacion, Sorocaima II, estado Aragua, Venezuela.

INTRODUCCION

Desde el inicio de las investigaciones
acerca de las causas de las enfermedades, se hicieron
afirmaciones como la Hipocratica: “las causas hay
que buscarlas en el medio ambiente y no cubrir la
ignorancia con el manto de la divinidad”. Edwin
Chadwich, impulsor del Saneamiento Ambiental
y considerado el fundador de la Salud Publica,
afirmaba que las enfermedades eran causadas
por factores ambientales pobremente definidos
denominados “miasmas”. Ferviente defensor de la
teoria “miasmiatica”, la cual prevalecid hasta el siglo
XIX, muri6 30 afos después de los descubrimientos
bacteriologicos de Pasteur, sin haberlos aceptado
(Beaglehole et al., 1996).

! Docente Investigador Universidad de Carabobo, Sede Aragua.
Maracay, Venezuela.

2 Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad de Carabobo, Sede
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Es reconocido que la actividad humana
genera impactos ambientales que repercuten en los
medios: fisico, bioldgico y socioecondémico, afectando
a los recursos naturales y a la salud humana. Esos
impactos se hacen sentir en las aguas, aire y suelos y
en la propia actividad humana, por lo tanto, debemos
contribuir con el control de todos estos elementos y
situaciones que impactan nuestro ambiente, como
el control de las sustancias quimicas peligrosas, el
manejo adecuado de los recursos hidricos y de los
residuos solidos, el control de los vectores, los ruidos,
las vibraciones y radiaciones, como esencia para
la proteccion del ambiente material y del ambiente
modificado donde vive y trabaja el hombre (Urrutia
etal.,2003).

El deterioro del ambiente ha sido durante los
ultimos afios, un tema de importancia primordial para
los paises del primer mundo. En Venezuela, clasificado
como uno de los seis paises “megadiversos” de
Latinoamérica y considerado entre los diez lugares
mas importantes del mundo para la conservacion
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de la biodiversidad, el debate sobre la problematica
ambiental no ha cobrado la misma intensidad, aunque
se tengan algunos avances al respecto (Gonzalez &
Nagel, 1996).

La mejora y conservacion del ambiente al
contrario de lo que se pensaba tres décadas atras, no
estorba el proceso de desarrollo econdomico. Por el
contrario, ambiente y desarrollo van de la mano. A
medida que los paises se desarrollan, las posibilidades
de mejorar el ambiente van creciendo. Por otra
parte, dado que las clases sociales mas necesitadas
usualmente se encuentran cerca de regiones con
problemas ambientales, politicas ambientales
ayudarian a aliviar la pobreza mediante la generacion
de empleo y el mejoramiento de la productividad de
los trabajadores y las condiciones de los suelos y
aguas cercanas (Gonzalez & Nagel, 1996).

Aunque todos los ambientes estén ligados,
es util tratar separadamente cada uno de ellos para
que se identifiquen mejor los problemas y a la vez, el
mantenimiento de una vigilancia ambiental produzca
medidas correctivas o preventivas.

La Vigilancia Ambiental ha sido sustituida en
muchos paises del mundo, transfiriendo los Sistemas
Nacionales de Salud con base en el desarrollo de
los Sistemas Locales de Salud (SILOS), los cuales
nacieron del principio de democratizar los Servicios
de Salud. Estos son unidades politico-administrativas,
territoriales y poblacionales basicas, los cuales tienen
responsabilidades administrativas, financieras y de
prestacion de servicios, y comprenden personal e
instalaciones, cuyo quehacer incide en las condiciones
de salud de las poblaciones de su area de influencia
y enfatizan la estructuracion de comunidades
saludables, el control del ambiente y la integracion de
programas con enfoque en la familia y la comunidad
(Texeira et al., 1996).

Su ocupacion principal es el desarrollo
de la Atencion Primaria Ambiental, definida como
una estrategia de accion basicamente preventiva y
participativa en el nivel local, que reconoce el derecho
del ser humano a vivir en un ambiente sano y adecuado,
y a ser informado sobre los riesgos del ambiente en
relacion con su salud, bienestar y supervivencia;
pero a la vez define sus responsabilidades y deberes
en relacion con la proteccion, conservacion y
recuperacion del ambiente y la salud (OPS, 1998).
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Una  herramienta sencilla para Ia
consolidacion de dicha estrategia es la Evaluacion
Ambiental Rapida (EAR), la cual pretende proveer
elementos que posibiliten el desarrollo de las
capacidades de medir los problemas, consistiendo en
que a partir de informaciones de variables ambientales
recogidas mediante encuestas, observaciones in situ,
datos e informaciones de 6rganos gubernamentales y
de la comunidad, se logren establecer evaluaciones
rapidas que generen acciones integradas para reducir
los riesgos a la salud publica y al medio ambiente
(Texeira et al., 1996).

La misma permitiria conocer las condiciones
ambientales de la localidad de Sorocaima II, con la
finalidad derealizar las mejoras necesarias en busqueda
de soluciones a la problematica de enfermedades del
aparato respiratorio y demas morbilidad existentes.

METODOLOGIA

La localidad de Sorocaima II (Fig. 1), es
un asentamiento poblacional de “viviendas rurales”,
situado en el valle central del municipio Santiago
Marifio, estado Aragua, con temperatura entre 23°C
y 24°C, consolidado desde 1975, compuesto de 310
familias de clase media baja y aproximadamente 1.550
habitantes, cuyas proporciones asignan 55% al género
masculino y 45% al femenino, dedicados a labores
agricolasy comerciales. Lamorbilidad presentadaenel
afio 2006 reveld que las cinco primeras causas fueron:
enfermedades del sistema respiratorio (22,32%),
otras causas de consulta (11,56%), enfermedades del
sistema digestivo (10,90%), enfermedades de la piel
y tejido celular subcutaneo (9,64%) y traumatismos y
envenenamiento (9,28%).

La EAR fue realizada mediante una
encuesta (Tabla I), practicada en 25% de los hogares
de la localidad, interrogados sobre las variables:
enfermedades infecciosas y transmisibles (comunidad
expuesta a: diarreas, dengue, sarampidn, gripe,
amigdalitis), contaminacion atmosférica (exposicion
a polvo de construcciones o empresas, humo de
quemas o vehiculos), disposicion de los residuos
solidos (recoleccion y eliminacion de residuos
solidos), amenaza a flora y fauna en la comunidad,
polucién sonora (exposicion a ruidos de equipos de
sonido, talleres, industrias, cornetas de carros, etc.),
presencia de radiaciones ionizantes en la comunidad,
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Fig. 1. Localidad Sorocaima Il, Municipio Santiago Marifo, estado Aragua.
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derrame de aguas servidas (aguas negras en sus calles,
o lugares cercanos), efluentes industriales y uso de
plaguicidas.

La vulnerabilidad se defini6 como la
existencia o no de enfermedades y riesgo de
contaminacion ambiental: Es el grado de exposicion
de la comunidad a un factor de contaminacion
ambiental y puede ocurrir, dependiendo de la
inmunidad protectora y la informacion que posea la
comunidad sobre la relacion disturbios ambientales y
salud. Se entendié como Propension del Medio, a si
este es propenso a la contaminacion ambiental hasta
el punto que hayan existido o existan condiciones para
que se verifique un brote epidémico o enfermedades
asociadas (Texeira et al., 1996).

El grado de acceso y eficiencia de los
servicios publicos con presencia o ausencia de
organismos para tratar las cuestiones ambientales,
fiscalizacion y control sistematico sobre las fuentes
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de contaminacién y existencia de mecanismos para
hacer reclamos, ser inmunizado, recibir atencion
primaria y de emergencia, representa la evaluacion
de la Calidad de dichos servicios, mientras que las
caracteristicas de toxicidad del ambiente y los medios
de solucidn de los problemas a corto, mediano o largo
plazo otorgan las caracteristicas de la contaminacion
del medio (Texeira et al., 1996).

Cada una de estas variables fueron evaluadas
dependiendo si la “condicion” de Vulnerabilidad
de la Comunidad, Propension del Medio, Calidad
de Servicios Publicos y Caracteristicas de Ia
Contaminacion era de “categoria”: “Alta” (un punto),
“Moderada” (dos puntos) o “Baja” (tres puntos). La
sumatoria de veces que se dio una respuesta en los
hogares, produjo el porcentaje de cada “categoria”. A
su vez la suma de los resultados de todas las variables
permitié conocer el resultado final de la “condicién”
y la valoracion general de la localidad (Tabla II).
La escala de evaluacion de la situacion, su puntaje
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Tablal. Evaluacion ambiental rapida como procedimiento de Vigilancia Ambiental Sorocaimalll, Municipio
Marino, estado Aragua - Venezuela.

Vulnerabilidad de

Propensién del

Calidad de los

Caracteristicas de

S la comunidad medio servicios publicos la contaminacién
§ Existencia o no Si el medio es Eficiencia de los Caracteristicas
VARIABLE = de enfermedades propenso ala servicios publicos  de toxicidad del
§ y riesgo de contaminacion ambiente
O contaminacion
ambiental
Cuando gran Cuando el medio  Débiles o Muy adversa: si
parte de la es muy propenso  inexistentes: la contaminacion
comunidad o si existe si no existen potencial o
Enfermedades infecciosas y esta expuesta contaminacion organismos efectiva es
transmisibles a un factor de ambiental grave publicos para insoluble, de
contaminacion o condiciones tratar de las dificil o demorada
= ambiental. Puede para que se cuestiones solucién por su
I ocurrir cuando la  verifique un brote  ambientales y la naturaleza
Contaminacion atmosférica H  poblacién posee epidémico. comunidad no
< escasa inmunidad posee acceso
protectora y no a cuidados
esta informada médicos y realizar
Disposicion residuos soélidos sobre la relacion: reclamos
disturbios
ambientales y la
salud
Cuando pocas No hay, pero ya Medianos: Moderada: si el
personas estan hubo ocurrencia Cuando existen dafio potencial
expuestas a la y registros de servicios publicos, o efectivo ala
contaminacion contaminacion pero insuficientes  salud y al medio
ambiental que ambiental con y la comunidad es reversible a
Amenaza a flora y fauna f .
_ norepresenta enfermedades tiene acceso con  largo plazo y si
& peligroasuvida. asociadas Hay dificultad y recibe  existen recursos
< Focos aislados indicios que asistencia parcial  suficientes para la
= . 9,; de contaminacién  pueden volver a problemas de solucién
olucién sonora & : : :
j ambientalyla a ocurrir. El emergencia.
QO comunidad esta medio puede
g informada de desequilibrarse
L - principios basicos  bajo alteraciones
Radiaciones ionizantes o . .
de higiene y inducidas por
saneamiento la accion del
de la vivienda hombre.
y ambiente de
trabajo.
Cuando la No hay o hay muy Buenos: existen Poco adversa: si
comunidad no poca probabilidad, instituciones no hay potencial
esta expuesta a que cambios en publicas significativo de
contaminacion el ambiente lo capacitadas contaminacion
Vertidos de aguas servidas ambiental y vuelva peligroso con esquema con dafio a
posee buenos alaintegridad de  de vigilancia la salud o al
conocimientos las especies y a ambiental a través ambiente que
& sobre la salud humana de fiscalizacion sea irreversible
Lanzamientos efluentes : contaminacion y control y si existen
industriales ) del medio y su sistematico sobre  los recursos
o relacion con la las fuentes de necesarios para

Uso plaguicidas

salud.

contaminacion.
Existen canales
para hacer
reclamos, ser
inmunizado,
atencién primaria
y emergencias

una solucién a
corto plazo

Fuente: OPS. Manuales Operativos PALTEX.
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Tabla Il. Evaluacion ambiental rapida como procedimiento de Vigilancia Ambiental Sorocaima I,
Municipio Mariiio, estado Aragua - Venezuela.

VARIABLE Ptos. Vulnerabilid_ad dela Propensi_(’)ndel Ca_li(_iad d'e Igs Caracterl’s_ticas_ ’de
comunidad medio servicios publicos  la contaminacion
A=1  Comunidad expuesta a: Contaminacion Accesibilidad a Permanente
Enfermedades Diarreas, DengueSarampién,  ambiental grave o servicios médicos  situacion de
infecciosas y M=2  gripe, amigdalitis, enferm. condiciones para  publicos. brotes epidémicos
transmisibles transmisibles que ocurra un de enfermedades.
B=3 brote epidémico.
A=1 Comunidad expuesta a Contaminacién Hay vigilancia Dificultad para
polvo de construcciones o ambiental grave 0 ambiental a solucionar, dafio
Contaminacion M=2 empresas, humo de quemas o condiciones para  través de control constante a la
atmosférica vehiculos que ocurra un sistematico sobre  salud
B=3 brote epidémico. las fuentes de
contaminacion.
_ El problema de la basura Es comun ver Aseo pasa cada:  El problema de
A=1 . " )
afecta a todos, pocos. No hay  residuos solidos 2,4, 8 dias la basura es
Disposicion M=2 problema en las calles, solucio-nado
residuos solidos aceras y terrenos rapidamente, a
_ mediado tiempo,
B=3 )
dura demasiado.
A=1 Hay conservacion de flora 'y Existen amenazas La flora y fauna Es posible
fauna en la comunidad? contra la florayla son protegidos solucionar el
Amenaza aflora 'y _ 2 a0 bl
fauna M=2 fauna? por a gun ' problema ep
organismo oficial? breve, mediano,
B=3 largo plazo?
A=1  Exposicion a ruidos de La zona es Existen 'y Es posible
equipos de sonido, talleres, constantemente funcionan medios  solucionar el
Polucion Sonora M=2 industrias, cornetas de carro, asediada de para solucionar el  problema en
etc. ruidos molestos problema? breve, mediano,
B=3 largo plazo?
A=1  Exposicion de la comunidad a  Existen sitios Existe control Es posible
. radiaciones que produzcan de lugares con solucionar el
Radiaciones _ . o isién d bl
ionizantes M=2 radiaciones” em{3|qn e problema ep
radiaciones? breve, mediano,
B=3 largo plazo?
A=1 La comunidad presenta Es comun la Existen 'y Es posible
Derrame aguas negras en sus calles, 0 contaminacién por funcionan medios  solucionar el
superficial de M=2 lugares cercanos? aguas negras en  para solucionar el  problema en
aguas servidas la comunidad? problema? breve, mediano,
B=3 largo plazo?
A=1  Existen empresas que pongan Es comun la Existe control Es posible
Lanzamientos en riesgo la salud en la contaminacion de lugares con solucionar el
efluentes M=2  comunidad por efluentes emision de problema en
industriales industriales? efluentes? breve, mediano,
B=3 largo plazo?
A=1 ;Se usan plaguicidas en la Son usados de Los contaminados Es posible
comunidad? jconocen los tiempo atras, con plaguicidas solucionar el
Uso plaguicidas M=2 riesgos? plaguicidas enla  son atendidos en  problema en
comunidad? el ambulatorio? breve, mediano,
B=3 largo plazo?

Fuente: OPS. Manuales Operativos PALTEX. A=1 (Alta=1 punto) M=2 (Moderada=2 puntos) B=3 (Baja= 3 puntos)
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y su significado se presentan de la siguiente manera:
“Grave” (36 a 56 puntos), requiere acciones urgentes.
“Con problemas” (57 a 87 puntos), resolver a corto o
mediano plazo y “situacion positiva”, cuando alcanza
entre 88 y 108 puntos (Texeira et al., 1996).

RESULTADOS

La comunidad de Sorocaima II obtuvo una
puntuacion de 83, lo cual nos indica que la misma
aparece clasificada “con problemas”, que deben ser
resueltos a corto o mediano plazo. La vulnerabilidad
general de la comunidad es aparentemente “baja” con
55%. Cuando se examinan cada una de las variables,
a excepcion de la contaminacion atmosférica que
se presenta como “alta” con 45% de los hogares
encuestados otorgandole dicha categoria, las demas
variables fueron calificadas con vulnerabilidad “baja”,
y proporciones entre 42 y 97 por ciento.

Igualmente, cuando fue medida la propension
de la comunidad a la contaminacion ambiental, aparte
de la contaminacion atmosférica que obtuvo 38% y
fue clasificada “moderada”, las demas variables
presentaron una propension “baja”, con proporciones
entre 36 y 97 por ciento. Su valor general alcanzd
55% dentro del rango “baja”.

Cuando la comunidad fue interrogada sobre
la “calidad de los servicios publicos” prestados en el
sector de Sorocaima II, tres de las nueve variables
a investigar referidas a: contaminacion atmosférica,
amenaza a la flora y la fauna y polucion sonora, fueron
calificadas como “alta”, o sea, débiles o inexistentes o
con deficiencias en cuestiones ambientales y servicios
de reclamos. Dados los promedios obtenidos por
las demas variables la clasificacion general de la
comunidad fue de 51%, ubicandosele como “baja”.

Las “caracteristicas de la contaminacion”
observadas por los habitantes de la localidad
obtuvieron una proporcion de 52% dentro de Ia
clasificacion “baja” y las variables tuvieron valores
entre 28 a97 por ciento. Sin embargo, lacontaminacion
atmosférica dentro del rango de “moderada” alcanzd
34%, siendo la Ginica excepcion.

Ante estos resultados se debe hacer la
aclaratoria que las proporciones de mayor valor
fueron encontradas en las variables radiaciones
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ionizantes y efluentes industriales, calificadas como
“baja”, con 78% y 97% respectivamente, esto debido
a que las personas contestaron que no eran problemas
para la comunidad, dandoles valores de tres puntos,
pues no existen. Dichos valores logicamente
producen una desviacion de la proporcion hacia
resultados superiores. Al eliminar estas dos variables
por tal motivo, aunque la comunidad continud
siendo de vulnerabilidad, propension del medio,
calidad de servicios publicos y caracteristicas de la
contaminacion “baja”, las proporciones disminuyeron
considerablemente, aumentando ademas las cifras
para las consideraciones “moderada” y “alta” (Tabla
11).

En la busqueda de explicacion al resultado
de 83 puntos para la comunidad, atn cuando existen
variables con cifras “moderadas” y “altas”, fueron
sumados los valores correspondientes a cada tipo de
“categoria”, alcanzados por la variable en las cuatro
“condiciones” investigadas, dando como resultado
que a excepcion de la contaminacion atmosférica que
obtuvoelmayorvalor(37%),enlacategoria “alta”, con
cifras de 30% y 33% para las categorias “moderada” y
“baja” respectivamente, las ocho restantes se situaron
en porcentajes entre 42 (enfermedades transmisibles)
y 89 (radiaciones ionizantes), en la categoria “baja”,
lo cual hace ascender el resultado definitivo.

DISCUSION

En realidad, aunque los principios y el
objetivo de la atencion primaria ambiental se remontan
a Alma-Ata (OMS, 1978), su definicién y aplicacion
datan de época mas reciente. El concepto es nuevo
y se relaciona con el proceso real de desarrollo de
las naciones y los temas ambientales actuales. La
atencion primaria ambiental es un proceso en el
cual los grupos de personas o comunidades locales
se organizan entre ellos mismos, con apoyo externo,
para aplicar su conocimiento y pericia técnica a fin de
proteger sus recursos y ambiente natural y encontrar
al mismo tiempo fuentes para sus necesidades basicas
de supervivencia (Borrini, 1990).

Enlos paises en desarrollo, a diferencia de los
desarrollados, se observaque lasiniciativas de atencion
primaria ambiental se centran en el crecimiento y la
modernizacion y en la autosostenibilidad antes que en
la capacidad humana. Las iniciativas estimulan nuevos
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trabajos para hombres y mujeres, pero la mayoria
reflejan la falta de contacto entre los representantes
nacionales y los locales. Ademas, todavia estan
estrechamente vinculadas con la atenciéon primaria
de la salud, los servicios basicos y el desarrollo de
recursos humanos también pesa hacia el lado de los
asuntos de salud y enfermedad. Hay una falta general
de prioridad para desarrollar la capacidad humana en
general y mejorar el ambiente (OPS, 1998).

Los resultados encontrados en la localidad
de Sorocaima II en el Municipio Marifio del estado
Aragua durante la Evaluacion Ambiental Rapida,
para la vulnerabilidad de la comunidad, propension
del medio, calidad de los servicios publicos y
caracteristicas de la contaminacion fueron de categoria
“baja”. Sin embargo, existieron valores de algunas
variables (contaminacion atmosférica, amenaza a la
flora y la fauna y polucién sonora), que para cada
una de las caracteristicas investigadas arrojaron
calificaciones “altas” o “moderadas”, motivo por
el cual su puntaje final de 83 sugiere que dicha
comunidad tiene problemas ambientales que deben ser
resueltos a corto o mediano plazo. La contaminacion
atmosférica y la polucion sonora fue referida por la
mayoria de los habitantes como la emision de polvo
y ruido respectivamente, producidos por vehiculos
automotores al pasar por las vias principales de la
localidad, especialmente en los sectores adyacentes
a la Avenida Intercomunal y la calle Luisa Caceres
de Arismendi (Fig. 1), las cuales comunican a esta
poblacién con al menos dos municipios vecinos.

En una evaluacion similar realizada en la
Region Occidental de la Cuenca del Canal de Panama
(Autoridad del Canal de Panama, 2003), laponderacion
de las enfermedades infecciosas fue “alta” desde la
perspectiva de vulnerabilidad, propension del medio,
calidad de los servicios publicos y accesibilidad
economica y cultural. La evaluacion de los residuos
solidos obtuvo una calificacion de “moderada” debido
a la quema y enterramiento de los residuos. La flora
y fauna sufrieron una amenaza “alta” dado el dafio
ambiental a los bosques, poniendo en peligro la salud
de quienes viven en el area. Las aguas servidas fueron
un problema de calificacion “alta”, por no poseer un
tratamiento adecuado y por ser derramadas cerca
de las viviendas, lo cual producia contaminacion y
criaderos de vectores. La falta de conocimiento y de
un programa educativo en la comunidad para el uso
de insecticidas hizo que esta variable fuera calificada
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como “alta” en cuanto a la vulnerabilidad y propension
del medio. En general dicha area fue calificada como
de condicion “Grave”, requiriendo la realizacion de
acciones urgentes.

Las metas de salud se centran en la equidad
para lograr el desarrollo sostenible, mientras que
las metas ambientales se centran en el desarrollo
sostenible para lograr la equidad. Las metas de salud
se basan en la justicia social, cohesion, socializacion
y continuidad que brinda la responsabilidad social
ejercida por generaciones. Las metas ambientales se
basan en la sostenibilidad, el desarrollo econémico y
los derechos ambientales de las especies humanas y
no humanas (Brown, 1994).

Segiin los articulos 127, 128 y 129 de
la Constitucion de la Republica Bolivariana de
Venezuela, es underecho y undeber de cada generacion
proteger y mantener el ambiente en beneficio de
si misma y del mundo futuro, de una vida y de un
ambiente seguro, sano y ecologicamente equilibrado.
El Estado protegera el ambiente, la diversidad
bioldgica, genética, los procesos ecoldgicos y con la
activa participacion de la sociedad, garantizard que
la poblacion se desenvuelva en un ambiente libre de
contaminacion, en donde el aire, el agua, los suelos, las
costas, el clima, la capa de ozono, las especies vivas,
sean especialmente protegidos. Ademas el Estado
desarrollara una politica de ordenacion del territorio
atendiendo a las realidades ecologicas, geograficas,
poblacionales, sociales, culturales, economicas,
politicas, de acuerdo con las premisas del desarrollo
sustentable, que incluya la informacién, consulta y
participacion ciudadana. Refiere también que, todas
las actividades susceptibles de generar dafios a los
ecosistemas deben ser previamente acompaiadas
de estudios de impacto ambiental y socio cultural y
se impedira la entrada al pais de desechos toxicos y
peligrosos, asi como la fabricacion y uso de armas
nucleares, quimicas y bioldgicas.

En Sorocaima II y en cualquier localidad
evaluada, la identificacion geografica de areas de
mayor riesgo ambiental, la estimacion de la magnitud
de los disturbios y la asociacion de estos datos con el
perfil de salud de la poblacion llevara a la adopcion
de estrategias locales de vigilancia ambiental para la
solucion final de sus problemas (Texeira et al., 1996).
Aunque su resultado significa que la comunidad
no esta expuesta a contaminacion, que existe poca
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probabilidad de cambios en el ambiente en contra
de la salud humana y que sus instituciones publicas
prestan buenos servicios; aparecen variables como
“contaminacion atmosférica”, “amenaza a la flora y
fauna”,y““‘polucionsonora”,cuyosvaloresindividuales
deberian ser analizados y tratados para consolidar una
mejor calidad de vidade lacomunidad. Es de imperiosa
necesidad el hacer mantenimiento y limpieza de las
calles de la localidad, especialmente después de las
lluvias y al término de nuevas construcciones, cuando
se observa el desplazamiento de residuos sélidos y
arena en las mismas, que ocasionan contaminacion
y posiblemente sean la causa de la gran morbilidad
de enfermedades del sistema respiratorio. También
se podria pensar en la colocacion de barreras en las
avenidas que limiten la velocidad de los vehiculos que
las transitan y la proteccion por medios oficiales de la
floray la fauna en la comunidad. Se debe pensar como
factor importante en la necesidad de la participacion
de la poblacion y del personal de salud en la solucion
de dichos problemas. En la base de la investigacion
y solucién, esta el concepto de autodeterminacion
lo cual significa que son las personas directamente
interesadas el factor principal de desarrollo social y
econdémico en un determinado contexto (Borrini G.,
1991).

Rapid environmental evaluation as a
procedure of environmental surveillance
at Sorocaima II, municipio Marifo, state
Aragua, Venezuela

SUMMARY

A rapid environmental evaluation was
carried out during 2006 in 76 dwellings in the locality
of Sorocaima II, Municipality of Santiago Marifio,
Aragua State, to learn its environmental conditions.
The vulnerability, the condition of the environment,
the quality of public services and the characteristics
of the contamination were evaluated. A score of
83 points suggests that this is a community “with
problems” even though close to the values of a
“positive situation” meaning that it is not exposed
to contamination, that there is little probability of
environmental changes adverse to human health and
that public institutions give good service. However,
moderate and high scores for some variables such
as air pollution, noise pollution, and the threat to
flora and fauna make their treatment necessary to
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consolidate a better quality of life of the community,
by means of protection by official means of flora and
fauna in the locality, the cleaning and maintenance
of roads after the winter season and at the end of
new constructionbecause the displacement of solid
residues cause contamination and possibly are the
cause of morbidity from diseases of the respiratory
system.

Key words: Fast environmental evaluation,
vulnerability, propensity of the environment, quality
of Public Services, contamination, Sorocaima II,
Aragua state, Venezuela.
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DNA degradation of Anopheles darlingi collected at high relative humidity

and preserved in isopropanol

José Rivero', Normig Zoghbi',
Herrera'

Yasmin Rubio-Palis'?, Ludmel Urdaneta® & Flor

Anopheles darlingi mosquitoes, exposed to variable relative humidity (RH) in the field, were
preserved during transportation to the laboratory using two different methods: 100% isopropanol at
ambient temperature or frozen in liquid nitrogen or dry ice. The DNA isolated from samples collected
at RH greater than 91% and preserved in isopropanol was degraded, while DNA isolated from
insects kept in liquid nitrogen or dry ice maintained its integrity when collected under conditions of

up to 95% RH.

Key words: Anopheles darlingi; relative humidity; mosquito preservation; DNA integrity, mosquito

transportation.

The preservation of DNA from insects is
an essential prerequisite in using molecular biology
techniques for taxonomy, evolutionary, and population
genetic studies (Copeland et al., 1992. J. Med.
Entomol. 29: 361-363; Cooper, 1998, J. Am. Mosgq.
Control Assoc. 14: 58-60). Ideally, insect samples
should be transported from the field to the laboratory,
either alive or frozen, using liquid nitrogen or dry
ice. Endemic regions, however, present problems for
efficient transportation of insect material. For example,
time consumed during transportation may result in high
mortality and thus the degradation of fragile insects
like mosquitoes. Similarly, the use of dry ice or liquid
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nitrogen to preserve the samples is convenient only
for collection trips of limited duration, because of the
non-availability of liquid nitrogen or dry ice in rural
areas of developing countries. Thus, the possible use
of anhydrous isopropanol (Post et al., 1993, Biochem.
Syst. Ecol. 21: 85-92) to preserve the samples in the
field is an attractive possibility for facilitating the
transportation of insects from distant and isolated
localities to the laboratory. Here we report on an
investigation into this procedure as applied to genetic
studies of the mosquito Anopheles darlingi, the primary
malaria vector in Venezuela. This insect is mainly
localized in the southern states of Bolivar and Amazon.
Since these localities are very far away (approximately
900 km) from our laboratory, we decided to collect and
preserve wild-caught 4n. darlingi in 100% isopropanol
(HPLC solvent) for transportation to the laboratory.

Mosquitoes from the areas of Puerto Fortin,
Corobal, El Banco and El Pifial of Bolivar State were
trapped alive using a mouth aspirator, transferred
to a container, and killed by freezing. Some of the
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mosquitoes were immediately placed in 1.5-mL
microcentrifuge tubes containing approximately 1 mL
of isopropanol, transported to the laboratory at ambient
temperature (25-30°C), and finally stored at -80°C.
The rest of the mosquitoes were placed in cryotubes
(1.5 mL each) and brought to the laboratory in liquid
nitrogen or dry ice. For isolation of DNA, an individual
mosquito was macerated with a plastic pestle in a pH
8.0 buffer containing 50 mM Tris, 5 mM EDTA, 100
mM NaCl, 1% SDS. The DNA was then extracted using
a phenol/chloroform method according to standard
procedures modified by Rivero et al. (2004, Intl. J.
Trop. Insect Sci. 24: 266-269), resuspended in 60 pL
of sterilized water and stored at -80°C. The DNA was
then separated on 1 % agarose gels by electrophoresis
and visualized by staining in an ethidium bromide
solution.

The majority of the DNA samples obtained
from An. darlingi stored in isopropanol were degraded
(Fig. 1). As high relative humidity (RH), characteristic
of the Bolivar State, may cause DNA degradation,
we decided to investigate the role of variable RH

Fig. 1. Quality of Anopheles darlingi DNA
preserved in isopropanol and collected from
different localities of Bolivar State. Ethidium-
bromide-stained agarose gel of 1 pg of DNA from
An.darlingi adult mosquitoes. The electrophoresis was
performed with 16 different mosquito samples. Lanes
1-4 are samples from Puerto Fortin, Lanes 5-8 are
samples from Corobal, Lanes 9-12 are samples from
El Banco, Lanes 13-16 are samples from El Pifal.
Lane M corresponds to base pairs markers (Lambda
DNA Hind Ill markers from Promega) with the markers
(bp) as indicated.
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in the observed degradation of the insect DNA. For
this study, mosquitoes were trapped and killed as
described above and then exposed to RH in the field at
two different intervals (0 and 30 min) prior to placing
them in isopropanol. For comparison, a duplicate set
of mosquitoes that were similarly exposed to RH were
placed in cryotubes for transportation in liquid nitrogen
or dry ice and subsequently stored at —80°C in the
laboratory. As can be seen (Fig. 2A), a RH greater than
91% affects the quality of the DNA extracted from
samples preserved in isopropanol (lanes 7-10) even at
0 time, when the mosquitoes are freshly killed (lanes
7 and 9). In contrast (Fig. 2B), DNA isolated from
samples kept in liquid nitrogen maintained its integrity
at levels of RH up to 95% at both intervals (lanes
7-10). The isopropanol’s effects on DNA structure
were present even at lower RH. Figure 2A (lanes 1-
6) shows a small degradation smear below the major
band of DNA. Dean & Ballard (2001. Entomologia
Experimentalis et Applicata. 98: 279-283) also
observed that DNA yields extracted from Drosophila
simulans specimens exposed to alcohol were poor.
They argued that the hygroscopic nature of alcohol
set up a moist environment to facilitate the action of
DNA-damaging nucleases on insect cells.

The quality of the DNA from samples either
preserved in liquid nitrogen at 95% RH or collected
in isopropanol at lower RH was confirmed by PCR-
amplification of specific DNA fragments. In both cases,
the amplicons obtained were similar in quantity and
quality (data not shown).

The catalytic activity of some endonucleases
is strictly dependent on divalent cation-water cluster
(Cowan, 1998, Inorg. Chim. Acta. 275-276: 24-27;
Miller et al., 1999, J. Mol. Biol. 288: 975-987; Truglio
etal.,2005, EMBO J. 24: 885-894; Chen et al., 2007,
Biopolymers. 85: 241-252). In some cases amino acid
residues of the active site of the enzyme and several
water molecules are located around the metal atom
forming part of a coordinated octahedron-like complex
(Miller et al., 1999, J. Mol. Biol. 288: 975-987; Truglio
etal., 2005, EMBO J. 24: 885-894).

Our results are consistent with the hypothesis
that the catalytic activity of one (or more) An. darlingi
endonuclease is dependent upon a metal ion-water
cluster interacting with the active site of the enzyme.
According to this idea, water introduced into anhydrous
isopropanol at 91% RH promotes the activation of a
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Fig. 2: Comparison of An. darlingi DNA from mosquitoes preserved in isopropanol or liquid N2 as a
function of the RH. Ethidium-bromide-stained agarose gel of DNA from An.darlingi adult mosquitoes. The
electrophoresis was performed with different mosquitoes from Corobal. (A) Samples preserved in isopropanol
were collected, exposed at the ambient RH for 0 and 30 min and placed in isopropanol as described in the text.
The first and second lanes of each experiment represent the 0 and 30 min respectively. Lanes 1-2 at 87% RH,
lanes 3-4 at 89% RH, lanes 5-6 at 91% RH, lanes 7-8 at 93% RH, lanes 9-10 at 95% RH. (B) Samples preserved
in liquid N2 were collected, exposed at the ambient RH for 0 and 30 min and placed in liquid N2 as described in
the text. Lanes 1-2 at 87% RH, lanes 3-4 at 89% RH, lanes 5-6 at 91% RH, lanes 7-8 at 93% RH, lanes 9-10 at

95% RH. Lane M corresponds to the same base pairs markers indicated in Fig. 1.

M ‘1 2 3. 4 § 67 3 5 W

bp
o v T g
28130 —] Eﬂnﬂﬂﬂ_

9416 —
6557

4.361

|

560 o]

Fig. 2A

23130 —»

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

grﬂt—ﬂﬁhw*pq’-‘p-qhb—-ﬂ

10

bp

9416 —»
6557 —»

4361 —] SN

/|

L]
. -

P
B

e

xt

564 —»

Fig. 2B

mosquito endonuclease that now is able to cleave DNA
in ambient conditions.

The preservation of mosquitoes in isopropanol
in the field clearly offers several advantages: it is
simple, inexpensive, and facilitates easy transportation
to the laboratory. However, this study strongly suggests
that this method (using a highly pure isopropanol) is
convenient only in regions where the RH does not
exceed a value of 91%. In these cases, the traditional
methods of preservation (liquid nitrogen or dry ice)
shoud be used since they guarantee the stability of
the samples for prolonged period of time so that the
resulting isolated DNA from the insects is suitable for
PCR-based techniques.
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Degradacion de ADN de Anopheles darlingi
colectados a una humedad relativa alta y
preservados en isopropanol

RESUMEN

Mosquitos Anopheles darlingi, expuestos
a humedades relativas diferentes en campo, fueron
transportados al laboratorio utilizando dos métodos
distintos: isopropanol al 100% a temperatura ambiente
o congelados en nitréogeno liquido o hielo seco.
El ADN aislado de las muestras colectadas a
humedades relativas mayores que 91% y preservadas
en isopropanol se degradd; mientras que el ADN
aislado de insectos colectados a humedades relativas
hasta 95% y transportados congelados, mantuvieron
su integridad.

Palabras claves: integridad de ADN, Anopheles
darlingi, transporte de mosquitos, preservacion de
mosquitos.
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(2006). The importance of Anopheles albitarsis E.
and An. darlingi in human malaria transmission
in Boa Vista, state of Roraima, Brazil. (Importancia
de Anopheles albitarsis E. y An. darlingi in la
transmission de malaria humana en Boa Vista, estado
de Roraima, Brasil). Mem Inst Oswaldo Cruz. 101:
163-168.

Instituto  Evandro Brasil.
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Chagas, Ananindeua, Para,

En varios distritos de Boa Vista, estado
de Raraima, Brasil, se ha encontrado que el vector
principal de los parasitos malaricos es Anopheles
(Nyssorhynchus) albitarsis E., el cual fue
significativamente (P< 0.001) mdas abundante que
An. darlingi durante el periodo 2001-2002. Otras
especies colectadas fueron An. (Nys.) braziliensis, An.
(Ano.) peryassui, An. (Nys.) nuneztovari, An. (Nys.)
oswaldoi s.1. y An. (Nys.) triannulatus. Mediante el
ensayo de ELISA se determind que An. darlingi tenia
la tasa de infeccion total mas alta (2.1%) comparada
con An. albitarsis E. (1.2%). Sin embargo, una
proporcion marginalmente mayor estaba infectada
con Plasmodium vivax comparado con An. darlingi,
y el indice de picada de An. albitarsis E. también
fue mucho mayor. Estos resultados sugieren la
importancia de An. albitarsis E. en la transmision de
malaria en la ecoregion de sabana en el norte de la
Amazonia brasilera, y reconfirma la importancia de
An. darlingi ain en bajas densidades.

0 HERNANDEZ D., ROJASE., SCORZA J.V.
& JORQUERA A. (2006). Infectividad del perro
(Canis familiaris) para Lutzomyiayoungien Trujillo,
Venezuela. [Dog (Canis familiaris) infectivity to
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Lutzomyia youngi in Trujillo, Venezuela]. Biomedica.
26 (Suppl 1): 242-248.

Instituto Experimental “Jos¢ Witremundo Torrealba”, Nucleo
Universitario Rafael Rangel, Universidad de Los Andes,
Trujillo, Venezuela; Centro de Investigaciones en Ciencias de la
Salud, Universidad de Oriente, Nucleo Anzoategui, Barcelona,
Venezuela.

Introducciéon. En Trujillo, Venezuela, la
prevalencia de Leishmaniasis tegumentaria americana
(LTA) es de 38 por 100.000 habitantes. Objetivo. En
una localidad periurbana, rural, de la ciudad capital,
estudiamos a los perros caseros (Canis familiaris) para
investigar mediante la técnica de xenodiagnostico
la eventual capacidad para infectar a Lutzomyia
youngi, especie flebotomina con actividad vectorial
intradomiciliaria comprobada y abundante en el
area de estudio. Materiales y métodos. Los perros
con lesiones sugestivas de LTA, parasitologicamente
diagnosticados, fueron seleccionados para el
xenodiagndstico permitiendo a flebotomos silvestres
de una zona libre de LTA alimentarse ad libitum
sobre toda la superficie corporal de cada animal, y
evidenciar, en disecciones efectuadas a los 5 dias
post-ingesta, la posible presencia de flagelados en sus
tractos digestivos, en cuyo caso, fueron evaluados por
la técnica PCR-Multiplex para determinar la identidad
del parasito. Resultados. Un total de 455 fleb6tomos
se ingurgitaron sobre dos perros en tres evaluaciones
distintas; en una Unica ocasion, se observaron
promastigotesen4(0,88%)insectos,cuyaidentificacion
molecular reveld pertenecian al subgénero Viannia.
Conclusion. El perro casero constituye un potencial
factor de riesgo intradomiciliario en el ciclo de la
LTA.

a WIDE A, CAPALDO J, ZERPA N, PABON
R, NODA A, NOYA B, GONZALEZ J, NOYA O.
(2006). Sharing of antigens between Plasmodium
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Sfalciparum and Anopheles albimanus. (Antigenos
compartidos entre Plasmodium falciparum and
Anopheles albimanus). Rev. Inst. Med. Trop. Sdo
Paulo, 48: 327-32.

Catedra de Parasitologia, Instituto de Medicina Tropical, Facultad
de Medicina, Escuela de Medicina Luiz Razetti, Universidad
Central de Venezuela; Fundacion Instituto de Estudios Avanzados;
Laboratorio para Estudios sobre Malaria, Instituto de Altos
Estudios en Salud Publica “Dr. Arnoldo Gabaldon” e Instituto
Nacional de Higiene. Ministerio de Salud, Caracas, Venezuela.
albina_wide@yahoo.com

Epitopes de antigenos compartidos entre
Plasmodium falciparum y Anopheles albimanus
fueron identificados. Diferentes grupos de conejos
fueron inmunizados con: extracto crudo de mosquito
hembra de An. albimanus (EAaH), globulos rojos
infectados con P falciparum (EPfs) y la vacuna
antimalarica sintética SPf66. Los anticuerpos
policlonales producidos en conejos fueron evaluados
por ELISA, inmunoensayo simultaneo de multiples
antigenos (MABA) e Immunoblotting. Todos los
extractos resultaron inmunogénicos cuando se
evaluaron por ELISA, MABA e Immunoblotting.
Diez moléculas fueron identificadas en los antigenos
de mosquitos hembras y diez en los de P. falciparum
por los sueros autologos. El patron electroforético
por SDS-EGPA fue diferente para los tres antigenos
evaluados. La reactividad cruzada de moléculas entre
An. albimanus y P. falciparum fue demostrada por
ELISA, MABA e Immunoblotting. Anticuerpos anti-
P. falciparum y anti-SPf66 reconocieron diez y cinco
componentes respectivamente en el extracto crudo de
anofelinos (EAaH). Asimismo, sueros inmunes contra
An. albimanus hembra identificaron cuatro moléculas
en el extracto del antigeno de P. falciparum. Hasta
el presente, este es el primer estudio en el que se
demuestra la presencia de antigenos compartidos entre
anofelinos y los parasitos de malaria. Este hallazgo
podria ser de relevancia para el diagnostico, vacunas
e interpretacion de la fisiopatologia de la respuesta
inmunitaria en malaria.

a SERRANO-MARTIN X., PAYARES G. &
MENDOZA-LEON A. (2006). Glibenclamide,
a blocker of K+(ATP) channels, shows
antileishmanial activity in experimental murine
cutaneous leishmaniasis. (Glibenclamida, un
bloqueador de canales de k+ dependiente de ATP,
muestra actividad leishmanicida sobre Leishmaniasis
cutanea experimental en murino). Antimicrob. Agents
Chemother. 50: 4214-4216.
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Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular de Parasitos,
Instituto de Biologia Experimental, Facultad de Ciencias,
Universidad Central de Venezuela, Apartado 47577, Caracas
1041A, Venezuela.

Glibenclamida reduce el crecimiento de la
lesion en ratones BALB/c infectados con Leishmania
(Leishmania) mexicana, el efecto fue dosis
dependiente, y la dosis mas alta fue mas efectiva
que glucantime. Resistencia cruzada a glucantime
se encontr6 en animales infectados con una linea
resistente a glibenclamida, pero la terapia combinada
reduce la progresion de la lesion aun en la cepa
resistente a glibenclamida.

1 MAGRIS M., RUBIO-PALIS Y., ALEXANDER
N.,RUIZ B., GALVAN N., FRIAS D., BLANCO M.
& LINES J. (2007). Community-randomized trial
of lambdacyhalothrin-treated hammock nets for
malaria control in Yanomami communities in the
Amazon region of Venezuela. (Ensayo comunitario
y aleatorizado con mosquiteros para hamaca tratados
con lambdacyhalotrina para el control de la malaria,
en comunidades Yanomami en la regién amazdnica
de Venezuela). Trop. Med. Int. Health, 12: 392-403.

CAICET, Ministerio de Salud. Puerto Ayacucho, Venezuela.
magris@reacciun.ve

Se condujo un ensayo comunitario,
aleatorizado y controlado, en un area con transmision
de malaria moderada en la region amazodnica del
sur de Venezuela y hogar del grupo étnico indigena
Yanomami. El objetivo era comparar las tasas de
incidencia de malaria en los poblados utilizando
mosquiteros para hamacas impregnados con
lambdacyhalotrina (MHIL) o con mosquiteros para
hamaca sin tratar (placebo) (MHIP). Se mantuvo
una vigilancia intensiva en ambos brazos del estudio
para la deteccion temprana de casos, administrandose
rapidamente tratamiento. Los datos de base se
recolectaron antes de la intervencion y se siguid
durante dos afios a una poblacién de aproximadamente
924 Yanomami. A pesar de la reciente introduccion
de mosquiteros en los poblados Yanomami, y de
las condiciones naturales adversas en el area, los
mosquiteros fueron aceptados con entusiasmo por
la poblacion de estudio, siendo utilizados de forma
concienzuda y bien cuidados. Las tasas de incidencia
de malaria por mil habitantes fue de 114.6 en el grupo
MHIL y de 186.8 en el grupo MHIP. Las razones de
tasas ajustadas indicaron que los MHIL provenian
56% (IRR: 0.44, 95% IC: 52-59%) de los nuevos
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casos de malaria. Los MHIL reducian la prevalencia
de parasitemia en 83% (RR: 0.17,95% IC: 47-100%),
de acuerdo a un corte transversal realizado durante
la época de alta transmision. La prevalencia de
esplenomegalia y anemia era muy baja al inicio del
estudio para detectar cualquier reduccion debido al uso
de los MHIL. La principal conclusion del estudio es
que los MHIL pueden reducir la incidencia de malaria
en el area y que se trata del método mas factible para
el control de malaria en un area selvatica donde los
poblados indigenas estan dispersos en un amplio
territorio. Este es el primer ensayo epidemioldgico
realizado a nivel comunitario que demuestre que
los MHIL son altamente efectivos contra la malaria
transmitida por Anopheles darlingi.

L SANCHEZ-MARTIN M. J., FELICIANGELI
M. D., CAMPBELL-LENDRUM D. & R. DAVIES
C. (2006). Could the Chagas disease elimination
programme in Venezuela be compromised by
reinvasion of houses by sylvatic Rhodnius prolixus
bug populations? (Podria el programa de eliminacion
de la Enfermedad de Chagas ser obstaculizado por la
reinvasion de las viviendas por poblaciones selvaticas
de Rhodnius prolixus?). Trop. Med. Int. Health. 11:
1585-1593.

Department of Infectious and Tropical Diseases, London School
of Hygiene and Tropical Medicine, London, UK; Facultad
de Ciencias de la Salud, Universidad de Carabobo, Maracay,
Venezuela. msanchezmartin@yahoo.com

La iniciativa del Pacto Andino (1997)
comprometid los paises Andinos a la eliminaciéon de
la transmision vectorial de la Enfermedad de Chagas
para el afio 2010 por medio de rociamientos con
insecticidas residuales a gran escala. En Venezuela este
propdsito podria ser obstaculizado por la reinvasion
de las viviendas por parte de las poblaciones del
principal vector Rhodnius prolixus que habitan en
las palmas. Para comprobar esta hipotesis se realizo
un analisis multivariado de regresion logistica de
factores de riesgo de reinfestacion y colonizacion en
552 casas y 1068 anexos peridomésticos en el estado
Barinas. Después de ajustar para otros factores de
riesgo, incluyendo los techos de palmas, la infestacion
y colonizacion de los anexos (y en cierto grado,
de las casas) por parte de R. prolixus, resultaron
asociadas significativamente con la proximidad a
altas densidades de las palmas Attalea butyracea. La
infestacion y la colonizacion de las casas también
estuvieron positivamente asociadas a la densidad
de triatominos en los anexos peridomésticos, a la
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presencia de chiqueros y de nidos de aves de corral.
Por lo tanto las poblaciones de R. prolixus en anexos
rociados precariamente podrian ser también una
fuente importante de las reinfestaciones domésticas.
El vector secundario 7Triatoma maculata estuvo
principalmente asociado a la presencia de nidos de
aves de corral dentro y fuera de las casas.

a MAGRIS M., RUBIO-PALIS Y., MENARES
C. & VILLEGAS L. (2007). Vector bionomics and
malaria transmission in the Upper Orinoco River,
Southern Venezuela. (Bionomia de vectores y
transmision de malaria en el Rio Alto Orinoco, sur de
Venezuela). Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 102: 303-311.

CAICET, Ministerio de Salud. Puerto Ayacucho, Venezuela.
rubiopalis@yahoo.com

Se realizd6 un estudio epidemioldgico y
entomoldgico longitudinal en Ocamo, rio Alto Orinoco
entre Enero 1994 y Febrero 1995 a fin de entender la
dinamica de la transmision de malaria en esta area. La
transmision de malaria ocurre durante todo el afio con
un pico en Junio durante la época de lluvias. El indice
Parasitario Anual fue de 1279 por 1000 habitantes
en riesgo. La infecciones debidas a P. falciparum
alcanzaron el 64% de todas las infecciones, P. vivax
28% y P. malariae 4%. Se diagnosticaron infecciones
mixtas P. falciparum/P. vivax en 15 personas,
representando 4% del total de casos. En nifios menores
de 10 afios se reportaron 58% de casos; el riesgo de
contraer malaria en este grupo etario era 77% mayor
que en aquellas personas en el grupo de mayores de 50
aflos. Anopheles darlingi fue la especie de anofelino
predominante con un pico de actividad hematofagica
entre media noche y el amanecer. La correlacion
entre la incidencia de malaria mensual y el numero
de An. darlingi capturado resultd significativa. No
se encontr6 relacion significativa entre el numero
promedio mensual capturado de An. darlingi y la
precipitacion, ni entre la incidencia y la precipitacion.
Se analizaron un total de 7295 anofelinos mediante
ELISA para deteccidon de proteina circunesporozoito
(CS) de Plasmodium. So6lo 55 An. darlingi resultaron
positivos a proteina CS de P, falciparum (0.42%), P.
malariae (0.25%) and P. vivax-247 (0.1%). La tasa
entomoldgica de inoculacion total fue de 129 picadas
positivas/persona/afio. Este estudio fue el primer
estudio longitudinal entomolégico y epidemioldgico
realizado en esta area y sentd las bases para la
intervencion posterior con mosquiteros tratados con
insecticidas.
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a DE ALMEIDA M.A., FERREIRA M.B.,,
PLANCHART S., TERASHIMA A., MACO V.,
MARCOS L., GOTUZZO E., SANCHEZ E.,
NAQUIRA C., SCORZA J.V., INCANI RN. (2007).
Preliminary antigenic characterisation of an adult
worm vomit preparation of Fasciola hepatica by
infected human sera. (Caracterizacion antigénica
preliminar de un preparado de vomito de verme adulto
de Fasciola hepatica por sueros humanos infectados).
Rev. Inst. Med. Trop Sdo Paulo. 49: 31-5.

Departamento de Parasitologia, Facultad de Ciencias de la Salud,
Universidad de Carabobo, Valencia, Venezuela; Instituto de
Medicina Tropical Alexander von Humboldt, Universidad Peruana
Cayetano Heredia, Lima, Peru; Instituto Nacional de Salud, Lima,
Perti; Centro de Investigaciones “Jos¢ Witremundo Torrealba”,
Universidad de los Andes, Trujillo, Venezuela.

La fascioliasis es una enfermedad
emergente/re-emergente transmitida por vectores
con una muy conocida amplia distribucion. Existen
aproximadamente 17 millones de personas infectadas
en todo el mundo, siendo la region andina el area mas
afectada. Se hace necesario desarrollar herramientas
diagnosticas sensibles y especificas para tratar
rapidamentealospacientesyasievitarcomplicaciones.
En este trabajo evaluamos la respuesta inmune de
seres humanos infectados comparando dos preparados
antigénicos: extracto soluble total (FhTSE) y vomito
(FhAWYV) del verme adulto a fin de identificar las
fracciones antigénicas especificas para Fasciola
hepatica. Ambas preparaciones fueron procesadas por
SDS-PAGE y Western blot con los sueros de humanos
portadores de fascioliasis (F), otras parasitosis ¢
individuos sanos. En el immunoblot de FhTSE, los
sueros F reconocieron 16 bandas con PM entre § y
110 kDa, de las cuales las de 8, 9, 10, 38, 45 y 57 kDa
fueron especificas. En la preparacion de FnAWY, los
sueros F reconocieron 9 bandas con PM entre 8 y 85
kDa, de las cuales las de 8, 12, 15 y 24 kDa resultaron
especificas. Algunas bandas con reaccion cruzada
fueron evidentes con los sueros de pacientes con otras
parasitosis, mas frecuente con el FhTSE. Las bandas
dentro de los PM mencionados, particularmente la
de 8 kDa, mostraron ser especificas por otros autores
y merecen una caracterizacion adicional para su uso
potencial en el diagnéstico inmunologico.

U ZERPAO.,ULRICHM., BLANCO B., POLEGRE
M.,AVILAA.,MATOS N., MENDOZA., PRATLONG
F.,RAVELC. & CONVITJ. (2007). Diffuse cutaneous
leishmaniasis responds to miltefosine but then
relapses. (La leishmaniasis cutanea difusa responde

156

a miltefosina, pero con posterior recaida). Br. J.
Dermatol. 156: 1328-1335.

Instituto de Biomedicina, Ministerio de Salud, Universidad Central
de Venezuela, Esq. San Nicolas, San Jos¢, Caracas, Venezuela.
ozerpa@movistar.net.ve

Introduccion: La leishmaniasis cutanea difusa (LCD),
aunque rara, es altamente incapacitante. Hasta el
momento no hay tratamiento exitoso para esta infeccion
protozoaria progresiva, la cual estd asociada a la ausencia
de inmunidad especifica mediada por células (IMC) a
Leishmania. La enfermedad comparte caracteristicas con
la leishmaniasis visceral (LV), incluyendo inactividad
especifica mediada por células de IMC durante la
enfermedad activa y una pesada carga parasitaria, pero
la LV responde bien al tratamiento. La miltefosina
es la primera droga administrada oralmente que ha
mostrado eficacia en el tratamiento de la LV; ésta no ha
sido adecuadamente evaluada para el tratamiento de la
LCD. Objetivos.Evaluar la eficacia de la miltefosina en
el tratamiento de la LCD, utilizando criterios clinicos,
parasitologicos, histopatologicos e inmunologicos.
Meétodos. Dieciséis pacientes con LCD fueron tratados
con miltefosina, 2,0-2,5 mg /kg (-1) diariamente,
por periodos variables de tiempo (75-218 dias). Los
pacientes fueron hospitalizados durante el primer mes y
evaluados cada 2 semanas hasta finalizar el tratamiento
con laboratorio de rutina, quimica, porcentaje de mejora
clinica, presencia de parasitos en piel, crecimiento
de parasitos en medios de cultivos, caracteristicas
histopatologicas de los granulomas, efectos colaterales
adversos y reactividad a la prueba de leishmanina.
Ulteriores ciclos de tratamiento fueron administrados
en algunos de estos pacientes, particularmente cuando
la suspension del tratamiento fue seguida de recaidas.
Resultados. A partir de 15 dias después del inicio del
tratamiento, los pacientes mostraron una dramatica
mejora clinica y reduccion de la carga parasitaria
mientras se mantuvo el tratamiento. Para el dia 45, 15
pacientes mostraron 80-90% de mejora clinica. No
obstante, la suspension del tratamiento fue seguida
del desarrollo de nuevas lesiones en todos, excepto un
paciente. Se observo que la inoculacion en hamsters fue
la técnica mas sensible para detectar la persistencia de
los parasitos. Los efectos adversos fueron muy discretos.
Conclusiones. La miltefosina produce una respuesta
clinica y parasitologica dramatica en pacientes con LCD
y la mejora continua durante la administracion de la
droga, pero, con una sola excepcion, todos los pacientes
presentaron nuevas lesiones después de la suspension
del tratamiento. No hubo evidencia histoldgica o
antigénica por la prueba de leishmanina que sugiriera el
desarrollo de IMC durante el tratamiento, lo cual puede
ser un criterio indispensable para la evaluacion de drogas
potencialmente efectivas para LCD.
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O XVIII CONGRESO DE LA FEDERACION
LATINOAMERICANA DE PARASITOLOGIA
(FLAP)

(Hotel Hilton, Porlamar, Isla de Margarita, Venezuela,
21-25 de Octubre 2007)

www.flap2007.com

La  Federacion Latinoamericana de
Parasitologia (FLAP) se fundé el 6 de Septiembre de
1963 por decision unanime de los representantes de
todas las delegaciones Latinoamericanas asistentes
a los VII Congresos Internacionales de Medicina
Tropical y Malaria celebrados en Rio de Janeiro,
Brasil.

Son objetivos de la FLAP:

1. Aproximar a todos los estudiosos de la Parasitologia

en Latinoamérica;

2. Fomentar y contribuir al estudio, progreso e
intercambio de conocimientos de la especialidad
en América Latina;

. Mantener contacto activo con todos los organismos
interesados en parasitologia y toda especialidad
que se relacione con ella;

. Propugnar el concepto de la especialidad y su
inclusion en el Curriculum Universitario en los
paises donde todavia no hubiera sido hecha:

5. Afiliarse a la Federacion Mundial de
Parasit6logos.
6. La FLAP no tiene por finalidad obtener beneficio

lucrativo alguno.

La FLAP celebra cada dos afios un
Congreso que reune sus miembros, investigadores
latinoamericanos, e invitados de otros paises,
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especialistas en las diferentes disciplinas que
convergen en el estudio de las parasitosis humanas
y animales, para la presentacion y discusion de los
adelantos en los conocimientos sobre diferentes
topicos que contribuyen a su entendimiento,
prevencion y control.

Topicos:

Bioquimica, Proteomica, Genodmica,
Inmunoparasitologia, Biologia Celular, Biologia
Molecular, Inmunologia, Diagnostico, Clinica

Patologia, Quimioterapia, Vacunas, Relacion Parasito-
Vector, Epidemiologia, Parasitos — Embarazos e
Infecciones congénitas, Parasitologia pediatrica,
Dermatologia Parasitaria, Sistemas de Informacion
geografica, Ecologia y Control de los vectores,
Aspectos Sociales de las enfermedades parasitarias
y la Ensefianza de la Parasitologia son los topicos
generales que mas de 80 invitados, nacionales e
internacionales, expondran y discutiran en este evento
a través de Conferencias y Mesas Redondas.

La presentacion e interaccion con los
autores de Carteles con una importante participacion
de jovenes investigadores, enriquecera el Congreso
brindando informacién sobre resultados recientes
en las diferentes lineas de investigacion que se
llevan a cabo en Centros, Institutos y Universidades
Latinoamericanas.

Organismos Patrocinantes:
- Sociedad Venezolana de Parasitologia
- Federacion Latinoamericana de Parasitologia

Comité Organizador:

Presidente: Dr. Oscar Noya,
IMT-UCV-Caracas, noyaoo@yahoo.com
Alicia Jorquera / UDO
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Armando Reyna Bello / UNEFM
Belkisyolé Alarcon de Noya / IMT-UCV
Carlos Ayesta / UCV

Elizabeth Valdivieso / UCV
Isabel Hagel / IB-UCV

José Bubis / USB

José Luis Ramirez / UCV

José Vicente Toro / MPPS

Leidi Herrera / IZT-USB

Martin Sanchez / IB-UCV
Olinda Delgado / IMT-UCV
Palmira Guevara / IBE-UCV
Pedro Maria Aso / USB

Sandra Losada / IMT-UCV
Trina Perrone / IVIC

Zelandia Fermin / USB

Contacto en ULA- Mérida
Prof. Néstor Anez
nanes@ula.ve

Envio de resimenes:
Fecha limite para la recepcion de Restimenes:
Lunes 30 de Julio de 2007

Informacién e Inscripciones:
http://www.congrex.com.ve

UVIII CONGRESO CENTROAMERICANO
Y DEL CARIBE DE PARASITOLOGIA Y
MEDICINA TROPICAL

UVII CONGRESO CUBANO DE MICRO-
BIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

IV CONGRESO NACIONAL DE MEDICINA
TROPICAL

LJCONGRESO 70 ANIVERSARIO DEL IPK

(Instituto Pedro Kouri, La Habana, Cuba, 4-7
Diciembre 2007)

http://www.ipk.sld.cu/eventosipk/cong2007/index.
htm

Topicos:

Enfermedades emergentes y reemergentes,
Diagnosis,  Epidemiologia, Biologia celular.
Inmunologia, Patogénesis, Genémica y Protedmica,
Quimioterapia, Mecanismos de accion y resistencia
a drogas, Combinacion de estrategias para combatir
la resistencia, Nuevas drogas, Vacunas, Ensayos
clinicos, Desarrollo de vacunas, Modelos animales,
Participacion comunitaria, Promocion y prevencion
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de salud, Investigaciones sociales, Control de
vectores transmisores de enfermedades, Genética de
la resistencia a insecticidas, Entomologia molecular,
Control sanitario internacional, Enfermedades
zoonoticas; Bioseguridad, Formacion de recursos
humanos, Sistemas integrados de calidad, Sistemas
de informacion geografica, Evaluaciones econdmicas
de programas.

Organismos Patrocinantes:

- Ministerio de Salud Publica de Cuba (MINSAP)

- Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK)

- Sociedad Centroamericana y del Caribe de Parasi-
tologia y Medicina Tropical

- Consejo Nacional de Sociedades Cientificas del
MINSAP

- Sociedad Cubana de Microbiologia y Parasitologia

- Sociedad Cubana de Higiene y Epidemiologia

Comité Organizador:

Presidente: Prof. Gustavo Kouri, IPK
Dr. Rafael Jiménez B.

Dra. Lazara Rojas Rivero,

Lic. Alicia Reyes Jiménez,

Dr. Rolando Téapanes Peraza,

Dra. Dora Ginorio

Lic. Armando Martinez Cambray,

Dr. Fidel A. Nufiez Fernandez.

Envio de resiimenes:
Fecha limite para la recepcion de Resimenes:
Lunes 15 de Noviembre 2007.

Para mayor informacion contactar:

Dr. Lazara Rojas

Directora de la Division de Parasitologia

Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK)
Tel: (537) 202-0650

Fax: (537) 204-6051

e-mail: LRojas@ipk.sld.cu

Dra. Dora Ginorio
e-mail: dginorio@ipk.sld.cu

Lic. Armando Martinez Cambray
e-mail: armando@ipk.sld.cu
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GUIA PARA LOS AUTORES

Presentacion y redaccion
Las contribuciones deben ser inéditas, escritas en
espaiol, 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
0 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 incluird una lista de 3 hasta
5 palabras claves, en espafiol e inglés, que reflejen el contenido
del documento. Se utilizaran como palabras claves inicamente
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, Resultados, Discusion, 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 incluiran 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 bibliograficas citadas en el texto
se utilizara el nombre del autor y el afio de la publicacion entre
paréntesis. Ejemplo:

(Scorza, 1988)

N

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 afo se escribird entre paréntesis .
Ej. Scorza et al. (1999) demostraron que......

La presentacion de las referencias bibliograficas, se
hara en orden alfabético y de acuerdo a las siguientes normas:
Si se trata de 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
numero 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.

Si el trabajo es publicado en un Suplemento debe citarse.
Cuando se trata de seis 6 mas autores, figuraran los apellidos e
iniciales de los primeros 6 y se afiadira la expresion et al.
Ejemplo:

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

Si se trata de libros: apellido (s) del autor (es), inicial (es) del
nombre (s), (afio), 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.

Si se trata del capitulo de un libro: apellido (s) del autor (es),
inicial (es) del nombre (s), (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:

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.

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, solo 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 ultimo se basa en el sistema métriC(y
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decimal seglin 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.).

Las tablas y figuras, deben estar referidas
oportunamente en el texto y seran debidamente identificadas
con el nimero 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 identificardn 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 dibuyjos,
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 en una hoja aparte con su leyenda
correspondiente en un formato de 11,3 x 18,4 cms. como
maximo.

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

Envio de los articulos

Los trabajos deben ser enviados a los editores del
Boletin preferiblemente por via electronica (bmsave@yahoo.
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
relacionada 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,

antiguo Edificio de Malariologia, Av. Bermudez Sur,
Maracay, Edo. Aragua -Venezuela.

Teléfonos: (58-0243) 2325633 / 2320833 / 2322645.
Fax: (58-0243) 2325633

E-mail: bmsave@yahoo.com

N

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 revisiéon el Comité Editorial
seleccionard 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 estardn atentos a los posibles conflictos
de interés que puedan inhabilitar los arbitros para evaluar un
determinado manuscrito.

Estos examinardn la calidad cientifica del
manuscrito independientemente y emitirdn su opinion
razonada, recomendando o no la aceptacion del articulo para
la publicacion. El trabajo con las observaciones y sugerencias
de los arbitros serd devuelto al Autor de correspondencia quien
debera enviar la nueva version con una explicacion detallada
sobre los cambios efectuados, acatando las recomendaciones
0, 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)
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El Boletin de Malariologia y Salud Ambiental se
reserva todos los derechos legales de los manuscritos aprobados
para su publicacidn, 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
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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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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

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 3 to 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)

N

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)

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....

Bibliographical references will be listed in alphabetical
order in the following manner:
If the work is a 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. 35: 1-6.

If the work is a supplement and when there are 6 or

more authors, list the names and initials of the first 6 and add et al.
Example:
Bonfante G. R., Urdaneta L., Alvarado J., Anzola N. H., Torrealba
J., Saldiva 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.

If the work is a 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.

If the work is a 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. In: Inflammation Biochemistry and Drug
Interaction. Eds. Bertelli A. & Houck J.C. 2™ ed. Excerta Med.,
London, U .K.

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 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 a resolution 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 (bmsave@yahoo.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 documentary
proof, references, suggestions, remarks and other matters should
be directed by mail to the editor at the following address:

Boletin de Malariologia y Salud Ambiental,

Antiguo Edificio de Malariologia, Av. Bermudez Sur,
Maracay, Ed. Aragua — Venezuela.

Telephone: (58-0243) 2325633 / 2322645.

Fax: (58-0243) 2325633

E-mail: bmsave@yahoo.com

Review and acceptance of articles

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

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

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

The Editorial Committee has the final decision
concerning the publication of the article once they have verified
compliance with indicated conditions and have analyzed the
response of the authors.

All decisions will be sent by letter to the corresponding
author as quickly as possible.

After the review, manuscripts will be subject to
an editorial process which may include, in the event it is
necessary, its condensation and the deletion or addition of
charts, illustrations and annexes. The edited version (galley
proof) will be sent to the principal author for his review and
approval and his reply to any additional questions from the
editor.

The Bulletin of Malariology and Environmental
Health reserves the legal rights to the manuscripts approved
for its publication as well as the right to make adjustments
or changes which will insure the quality of the publication.
However, it is not responsible for the ideas or opinions
expressed in the work. The originals will not be returned under
any circumstances.

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

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