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REVISION

Impacto de la biologia molecular, genomica y proteomica en el estudio de

los Kinetoplastida

José Luis Ramirez*

En este trabajo se presenta una vision de la evolucién de la biologia molecular en el estudio
de la biologia de los Kinetoplastida, orden de protozoarios que incluye especies patogénicas al
hombre, plantas y animales. El ensayo esta centrado en los nuevos desarrollos generados a partir de
los proyectos genoma de Leishmania major, Trypanosoma cruziy Trypanosoma brucei, identificando
aquellos puntos en donde se puede derivar informacién para luchar contra estos parasitos. Se

discuten ademas las tendencias que predominaran en la parasitologia moderna como son

las

aproximaciones sistémicas a la relacion parasito-hospedador, tratando de desviar nuestra atencion
de la superficie de los parasitos en donde estos disponen de sistemas altamente evolucionados o
surfomas que resultan dificil de atacar.

Palabras claves: genoma, protedmica, aproximaciones sistémicas, interaccién parasito- hospedador.

INTRODUCCION

Desde hace mas de 30 afios se han venido
aplicando las herramientas de la biologia molecular
en el estudio de protozoarios patdégenos del Orden
Kinetoplastida. En los primeros tiempos estos
estudios estaban centrados en el analisis de ADN
(o material genético) tanto nucleares como extra-
cromosomales. Asi se logré determinar que la
mayoria de estos organismos presentan peculiaridades
en la organizaciéon de sus genomas tales como la
ausencia de condensacién cromosomal durante los
procesos mitdticos y genomas extra-cromosomales
con organizaciones caprichosas como el kinetoplasto
Con el tiempo se logré clonar y producir in vitro un
gran numero de proteinas del metabolismo central y
de la superficie de estos parasitos y se identificaron
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Facultad de Ciencias, UCV - Caracas, Venezuela.
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secuencias repetidas que han brindado informacion
sobre la heterogeneidad poblacional de los mismos.
En 1984 se introdujo la técnica de electroforesis en
campo eléctrico pulsado (Pulse Field Electrophoresis)
(Schwartz & Cantor, 1984) la cual permiti6 visualizar
por primera vez las bandas cromosomales de muchos
protozoarios. En 1985 se incorpora la poderosa
herramienta de la reaccion en cadena de polimerasa o
PCR (Saiki, et al.,1985), como método de deteccion
de agentes infecciosos en muestras biologicas. Mas
recientemente se ha completado el secuenciamiento
los genomas de tres tripanosomatidos patoégenos, y
se ha iniciado la era de estudios postgendmicos que
incluyen: la gendmica, la protedmica, el interactoma,
el metaboloma y la biologia de sistemas.

En esta breve revision discutiré cada
tecnologia empleada, su evolucion e impacto en las
enfermedades causadas por estos protozoarios. La
revision no es exhaustiva sino didactica y dirigida a
trabajadores de la salud no especialistas en ciencias
basicas.

He disefiado graficos para las tecnologias
menos convencionales, pasando por alto a aquellas
que ya son de uso comun en muchos laboratorios.
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Las tecnologias mas usadas

Los primeros ensayos usando el material
genético de protozoarios patdogenos se remontan a los
afios 70 cuando se aplicaron técnicas de gradientes de
flotacion en cloruro de cesio que permitian determinar
la composicion de bases y contenido de ADN. Era
comun entonces, siguiendo estudios seminales en
bacterias, el tratar de establecer correlaciones entre
cantidad de ADN, contenido de bases y estatus
taxonémico (Chance et al., 1971). Para la misma
época se examinaba el material genético de parasitos
mediante técnicas de microscopia electronica
(Simpson & Da Silva,1981) y electroforésis en geles.
Aunque todos estos estudios tuvieron una utilidad
practica limitada, ayudaron a cimentar las bases para
estudios posteriores. De estos tiempos han quedado
conocimientos como: la gran variabilidad en contenido
de ADN por genoma, atin dentro de miembros de una
misma especie (Lanar et al., 1978), la organizacion
atipica de sus genomas mitocondriales con dos tipos
de ADN circulares (Simpson & Da Silva,1981) uno
mayor o maxi-circulo el cual codifica para la mayoria
de las proteinas y ARNs de origen mitocondrial, y otro
pequetio en la forma de miles de pequefios circulos
concatenados o mini-circulos que codifican para ARNs
llamados guias (ver mas abajo); la fragmentacion de
los ARN ribosomales (Villalba & Ramirez ,1982),
la ubicacion telomérica o subtelomérica de genes
de contingencia en Trypanosoma brucei (Johnson
&, Borst 1986) y el clonamiento de muchos genes
basicos.

Concomitante a la aplicacion de estas
tecnologias comenzaron a aparecer los estudios de
RFLP (restriction fragment lenght polymorphisms)
(Botstein et al., 1980). Las enzimas de restriccion
descubiertas en el afo 1972 (Meselson et al.,
1972) son endonucleasas bacterianas que tienen la
propiedad de reconocer sitios especificos dentro del
ADN, y a diferencia de otras enzimas que degradan
ADN, producen patrones especificos en vez de
digestiones al azar. Siguiendo la tendencia en los
estudios poblacionales en otros organismos, se
comenz6 a utilizar esta herramienta para distinguir
entre especies, clones y variantes. Aun hoy en dia, los
RFLPs son empleados en conjuncion con PCR para
detectar e identificar parasitos. Uno de los logros mas
importantes de esta tecnologia junto con el uso de
isoenzimas (Tibayrenc et al., 1991), fue la de revelar
que la estructura poblacional en la mayoria de los
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protozoarios patégenos era de naturaleza clonal con
poca o ninguna recombinacion de tipo sexual. En
paralelo al desarrollo de los RFLPs, investigadores
de varias partes del mundo lograron clonar un alto
nimero de genes de superficie, con miras a una
posible inmunoterapia o inmunoprevencion, o genes
del metabolismo central en la busqueda de blancos
quimioterapeuticos especificos.

Estudios sobre la expresion de genes
(transcripcion) en los Kinetoplastida han revelado
caracteristicas inicas en estos organismos, por ejemplo
el proceso de transcripcion es poco regulado a nivel
primario ya que todos los genes (exceptuando los
genes PARP y variantes de superficie en 7. brucei) se
expresan como largos ARN policistronicos (Martinez-
Calvillo et al., 2003) (conteniendo la informacion
para muchas proteinas), los cuales posteriormente
son procesados mediante un mecanismo de trans-
empalme que logra fragmentar el ARN policistronico
en mRNAs mensajeros maduros afiadiéndole una
sefial de entrada al ribosoma y una cola de poli
adeninas (poliA). En otras palabras, probablemente
la regulacion de la expresion genética se ejerce a
nivel postranscripcional y postraduccional (después
de ser sintetizadas las proteinas). A fines de los 80
(Feagin, et al., 1988) se descubre en kinetoplastidos
un proceso de edicion de ARN circunscrito al
genoma mitocondrial con el cual los mensajeros
primarios producidos a partir del maxi-circulo son
editados mediante la adicion o delecion de uracilos
para producir el mensajero final que sera traducido
a proteinas. La plantilla que sirve de base al proceso
de edicion esta en los ARN guia producidos a partir
de los mini-circulos. Desde esta época y dado lo
exclusivo de este proceso, se ha tratado de desarrollar
drogas contra el mismo.

A partir de los afos 90 se perfeccionaron los
protocolos de transformacion de Kinetoplastida, y se
desarrollaron vectores para clonamiento y expresion
de genes. Estos vectores permitieron avanzar hacia
estudios de lo que hoy se llama genética en reverso
o busqueda de la importancia de un gen mediante:
disrupcion (knock-out o reemplazamiento) (Fig. 1A);
neutralizacion de su expresion (por ARN interferencia,
sentido y antisentido) (Fig. 1B y 1C) y mutagénesis
sitio dirigida (aislando un gen, cambiando su
secuencia in vitro y re-insertandolo de vuelta en el
parasito). Sin embargo dentro de las tecnologias mas
importantes como el ARNi (ARN interferencia) y
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Fig. 1. Técnicas de silenciamiento genético.

A. Reemplazamiento de un gen por un casete hecho
por ingenieria genética, en el cual el mismo gen
clonado esta interrumpido por un marcador que
confiere resistencia a un antibiético.

B. Silenciamiento por medio de la cascada de ARN
de interferencia. Un fragmento clonado del gen
que se quiere inactivar es puesto en un casete en
dos direcciones con una secuencia de relleno en el
medio. Al colocarlo dentro del organismo cuyo gen
se quiere inactivar, se produce un ARN doble cadena.
Este ARN es reconocido por la maquinaria de ARNi,
en donde se dispara una degradacién continua de los
mensajeros codificados por ese gen.

C. ARN antisentido, en este caso se expresa un
fragmento del gen de forma invertida produciendo
un ARN parcialmente complementario al mensajero,
se cree que estos al interactuar impiden que el
mensajero pueda ser traducido a proteinas.
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el ARN antisentido, nos encontramos con algunas
sorpresas, la tecnologia de ARNi solo opera en T
brucei, y no asi en Leishmania o Trypanosoma
cruzi, y el ARN antisentido se ha utilizado con éxito
en T cruzi y T. brucei pero no parece funcionar en
Leishmania. La explicaciones que se han dado para
estas diferencias son parciales, en el caso de ARNi
no funciona porque la maquinaria de procesamiento
de esta ruta degradativa no existe en Leishmania 'y T.
cruzi, mientras que si existe en 7. brucei. Para el ARN
antisentido aiin no se conoce la razon por la cual no
ha funcionado en Leishmania.

La época de los genomas

Entre los dias 14 y 15 de Abril de 1994
(Degrave et al., 1994) tuvo lugar una importante
reuniéon en la Fundacion Oswaldo Cruz (Fig.
2) destinada a coordinar varias iniciativas de
secuenciacion de los genoma de Kinetoplastida. En
esta reunion se conciliaron las iniciativas del CYTED-
D motorizada por un grupo de Latinoamericanos y
Espaiioles, y las del National Institute of Health, el
Instituto TIGR de los Estados Unidos, y el Sanger
Center en el Reino Unido.

Al final de esta reunion fueron escogidos
los genomas de Leishmania major Friedlin, T. cruzi
CL Brener y T. brucei, para ser secuenciados. Las

estrategias asumidas para el genoma de Leishmania
incluia transferir todos los marcadores genéticos
que se habian mapeado (ubicar en los cromosomas
del organismo) en las diferentes cepas o especies a
L. major, y la tarea se ejecutd repartiendo un cierto
nimero de cromosomas para cada uno de los centros
participantes. Para 7. brucei se decidid secuenciar
solo los cromosomas mayores dejando a un lado
los mini-cromosomas (pequefios  cromosomas
supernumerarios en donde residen copias extras de
los genes de variantes de superficie). En el caso de
T. cruzi, el cual contaba con menos recursos se optd
por una estrategia de “salto de BACs” que consistia
en secuenciar los extremos de los recombinantes
obtenidos en cromosomas artificiales bacterianos
(siglas en Inglés BAC), para luego tratar de ensamblar
el genoma asumiendo una gran proximidad y un alto
grado de sintenia (u orden lineal de los genes en los
cromosomas) con 7. brucei 'y Leishmania.

Los proyectos de Leishmania y T. brucei
marcharon casi en paralelo, mientras que 7. cruzi
quedo rezagado hasta el ano 2003 cuando el Instituto
TIGR decidi6 aplicar una aproximacion “Shot-gun”
en la cual, a diferencia de la de secuenciar cromosoma
por cromosoma, se fragmenta todo el ADN del
parasito, se clonan estos fragmentos, se secuencian,
y luego las computadoras se encargan de ensamblar
todo el genoma.

Fig. 2. Fotografia de los investigadores participantes de la reunién preparatoria de la Red de Genoma de
tripanosomatideos. Fundaciéon Oswaldo Cruz , Rio de Janeiro, Brasil del 14 ald 15 de Abril 1994.
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El dia 15 de Julio del 2005 salieron
publicados en el volumen 309 de la revista Science
de ese afo los resultados, en una primera lectura o
borrador, de los tres genomas, siendo el resultado
para L. major bien acabado y completo (Ivens et al.,
2005), en segundo lugar 7. brucei ( Berriman, et al.,
2005) al cual aun le faltan las secuencias de los mini-
cromosomas, y finalmente 7. cruzi (El-Sayed et al.,
2005) cuyas secuencias no pudieron ser organizadas
en cromosomas individuales. El secuenciamiento del
genoma de 7. cruzi fue bastante dificil por: su alto
contenido de ADN; presencia de un gran niimero
de bandas cromosomales que no pueden ser bien
resueltas por electroforesis PFG; alto contenido de
secuencias repetidas que dificultan el ensamblaje in
silico (mediante computadoras); y por ultimo, pero no
menos importante, la cepa CL Brener resulto ser un
hibrido celular de dos linajes de 7. cruzi, o también
mal llamados haplotipos. Es decir en esta cepa
coexisten dos genomas algo distintos los cuales no se
han integrado.

Algunas de las conclusiones importantes
de estos estudios son: i) el gran niimero de datos
generados por los proyectos genoma permiten hacer
un analisis global de todo el repertorio de proteinas de
superficie, y en este sentido, las perspectivas para una
vacuna para el mal de Chagas lucen remotas teniendo
en cuenta que en 7. cruzi se han descubierto nuevas y
mas complejas familias de proteinas de superficie.; ii)
se han revelado rutas tinicas en la reparacion del ADN,
su replicacion, y los procesos de segregacion; iii) una
ausencia de muchos de los receptores descritos para
otras células eucaridticas; iv) una serie de fosfatasas
y quinasas unicas que podrian servir como nuevo
blancos quimioterapeticos.

Para los paises en vias de desarrollo los
resultados de estos proyectos genomas proveen
informacion de gran utilidad, por ejemplo en Ia
actualidad para clonar cualquier gen o region del
genoma solo basta con identificar la secuencia en
las bases de datos, disefiar los cebadores o primers
oligonucleotidicos alrededor de la secuencia, hacer
su amplificacién por PCR, ¢ insertar el producto de
amplificacion en un plasmido vector. Las bases de
datos también permiten hacer biisquedas focalizadas
(datamining) de genes susceptibles a una droga en
particular. En este sentido, es de suma importancia
el preparar recursos humanos en bioinformatica para
llevar a cabo una investigacion in silico la cual no solo
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es barata, requiriendo computadoras y programas de
libre acceso, sino que tiene un gran potencial.

Del genoma a las omicas

Los proyectos genoma  permitieron
visualizar muchas caracteristicas  importantes
de los Kinetoplastida, pero la gran cantidad de
datos generados necesitaban ser examinados por
tecnologias y programas de computacion especiales.
Esta aproximacion usando técnicas de gran formato
(en Inglés High Output) que permiten estudiar
simultdneamente muchos genes o muchas proteinas es
lo que da el nombre a las dmicas, en otras palabras en
vez de estudiar gen por gen o producto por producto,
se estudian todos en conjunto o cuerpo entero.

Genomica

La genomica es el estudio simultaneo de la
expresion (o no) de todos los genes de un organismo
en distintos estadios y condiciones. Tan pronto como
comenzaron a salir las primeras secuencias completas
de los proyectos genoma en el 2003, empezaron
las primeras experiencias con las tecnologias de la
genomica. El tipo de experimento mas comun en
gendmica utiliza micromatrices, o también llamados
microarreglos en los cuales se imprimen, mediante
técnicas de microrrobdtica, en un portaobjeto de
vidrio todos los genes de un organismo, o los ADN
copia producidos desde los mensajeros codificados
por esos genes (Schena ef al., 1995). También se
pueden arreglan puntos de proteinas o anticuerpos.
El arreglo de estos puntos esta registrado en la
computadora, en donde también estd almacenada
la informaciéon de secuencia para cada punto. Un
experimento tipico de gendmica, consiste en hibridar
simultaneamente una micromatriz con los ADNc
(sintetizados a partir de los ARN Mensajeros o ADN
copia) de un estadio marcandolos previamente con un
fluoroforo (rodamina), y los ADNc aislados de otro
estadio marcados con verde CYBER. Luego de la
hibridacioén, el microarreglo se lee en un lector laser
que tiene varias longitudes de onda de excitacion, y
asi podemos cuantificar la cantidad de un mensajero
producido por un determinado gen, en un determinado
estadio (Fig. 3).

En el caso de los Kinetoplastida este tipo
de experimentacion no ha dado buenos resultados,
ya que como se ha mencionado anteriormente, los
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Fig. 3. Uso de Micromatrices en el estudio de la expresién genética: 1. Microarreglo de secuencias
u oligonucleétidos de un organismo; 2. Preparacion de ADN copia marcado con fluoréforos a partir
de los ARN mensajeros de una célula en dos situaciones distintas; 3. Hibridaciéon de los ADN copia a
la micromatriz; 4. Lectura de la micromatriz hibridada con los ADN copia en un lector laser de varias
longitudes de onda; 5. Conversién y agrupacion de las seifales en grupos de genes con igual nivel de

expresion.

genes de un estadio son transcritos todos al mismo
tiempo en largos mensajeros policistronicos, de ahi
que no se observen claramente en cuales genes sube
o baja su expresion, y las diferencias entre estadios
no han sido tan marcadas ni han conducido a ningin
descubrimiento importante. Una alternativa que
examina los productos post-transcripcionales es la de
aislar polisomas (o ribosomas unidos a mensajeros)
y hacer ADNc a partir de dichos mensajeros, asi
estariamos estudiando mensajeros que han sido
procesados (como se indicé arriba con su sefal
para el ribosoma y su cola de poliA) y que estan
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siendo activamente traducidos a proteinas. Usando
esta aproximacion Avila et al. (2003) han logrado
observar diferencias estadio-especifica importantes.
El factor limitante para esta aproximacion es la
pequeiiisima cantidad de mensajeros que se puede
recuperar de las formas metaciclicas sanguineas, y
las formas amastigotas intracelulares, las cuales a su
vez vienen contaminadas con los ARN mensajeros
del hospedador vertebrado.

Existe otra modalidad de micromatrices
en las cuales se sintetizan sobre un chip (un cristal
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de germanio de aproximadamente 1 centimetro
cuadrado) oligonucleotidos correspondientes a partes
de los genes mediante un proceso de fotolitografia
(www.affymetrix.com/) la deteccion se hace por via
electronica. Sin bien las micromatrices no han sido de
mucha utilidad en el estudio de la expresion génica en
Kinetoplastida, prometen serimportantes instrumentos
para el diagnoéstico del futuro, de hecho ya existen
técnicas y equipos aprobados por la FDA (Food and
Drug Administration) de los Estados Unidos para
detectar las distintas variantes alélicas de los genes de
Citocromo P450 genes involucrado en la degradacion
de drogas. (http://www.roche-diagnostics.com/media/
pdf/presskit/final_technology behind cyp450.pdf).

Proteomica

Proteomica es el estudio a gran escala de las
proteinas de unacélula, particularmente sus estructuras
y funciones. El término fue acufiado por analogia con
la gendmica, pero es mucho mas complicada que esta
ultima. Mientras el genoma es una entidad mas bien
constante, el proteoma difiere de célula a célula, y
experimenta cambios a través de sus interacciones
bioquimicas con el genoma y el ambiente. Asi, un
organismo tendra un perfil de expresion de proteinas
radicalmente diferente en diferentes partes de su
cuerpo, en diferentes estadios del ciclo celular y bajo
diferentes condiciones ambientales. Las técnicas de
la protedmica se estan aplicando ampliamente en
Kinetoplastida.

La técnica mas utilizada en la protedmica
es la electroforésis en dos dimensiones, separando
mezclas de proteinas por tamafio molecular en la
primera dimension, y por carga en la segunda (Fig.
4). Las nuevas técnicas de 2D, como se abrevia
esta tecnologia, utilizan geles mas grandes con
mayor poder de resolucion, ademas de usar marcaje
diferencial entre las proteinas que vienen de un
estadio u otro o en presencia de una droga y su
control. Los marcajes pueden hacerse con fluoroforos
0 con is6topos, los cuales son leidos y analizados por
lectores especiales. La segunda tecnologia de mas
amplio uso es la espectrometria de masas acoplada
a sistemas de ionizacion de péptidos producto de la
digestion (Cristea et al., 2004) de una proteina con
proteasas especificas, y el analisis de estos péptidos,
los cuales son ionizados y analizados hasta llegar a
la determinacién de su secuencia primaria. Con esta
tecnologia se estan logrando identificar y validar la
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mayoria de los genes putativos registrados en los
proyectos genoma, permitiendo también identificar
las distintas formas de una proteina que se producen
luego de modificaciones post-traduccionales.

El interactoma

Recientemente se ha llegado a la conclusion
que para poder entender como operan los sistemas
complejos de los sistemas eucaridticos, no basta con
conocercomoseexpresanlos genes,ocuantasproteinas
distintas se expresan bajo diferentes condiciones, si
no que es necesario conocer como interactuan las
proteinas entre si. Estas interacciones entre proteinas
no son faciles de predecir basandonos solamente en
estructuras, modificaciones o secuencias. Por ejemplo
a veces una proteina ejerce una influencia sobre otra
no directamente sino a través de una tercera proteina.
También una misma proteina interviene en procesos
distintos asociandose con distintas proteinas.

Las tecnologias de uso mas frecuentemente
para detectar interacciones entre proteinas son: i)
cromatografia de afinidad en la cual se adhiere una
proteina a una matriz insoluble, se hace pasar otra
proteina y se determina si hay alguna asociacion
entre ellas por la retencion de la segunda proteina;
il) técnicas de Resonancia Plasmén (nombre del
aparato BIACORE, http://www.biacore.com/
lifesciences/index.html), en las cuales la interaccion
entre proteinas se hace casi de la misma forma que
en con cromatografia de afinidad, pero en este caso
la proteina inmovilizada estd adherida a un cristal,
cuya parte posterior esta cubierta de oro. Un rayo
laser que incide sobre la superficie del oro causa una
onda llamada plasmoén. Al pasar otra proteina que
interactia con la primera ocurren cambios en la onda
plasmén que son detectadas por el instrumento de
deteccion. Esta técnica es muy sensible y poderosa;
iii) sistema de interaccion dos hibridos (2H), esta
prueba es de naturaleza genética y estd basada en
sistemas de expresion desarrollados para levaduras.
En la misma un activador de la expresion génica
(transcripcion) ha sido dividido en dos partes. Para
que este activador funcione se necesita que las dos
partes estén juntas sobre la regién promotora de un
gen reportero. Las dos partes que han sido separadas
se fusionan mediante técnicas de ADN recombinante a
dos genes de proteinas que queremos probar. Cuando
estas proteinas fusionadas son co-expresadas dentro
de la célula de la levadura, si las partes fusionadas
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Fig. 4. Experimentos clasicos de proteémica. La mezcla de proteina se resuelve en una dimensién (por
tamano), luego se corta uno de los carriles y se corre en una segunda dimensiéon separando por carga.
Los puntos de proteinas revelados por tincion pueden ser recuperados, digeridos con proteasas, y
los péptidos producidos estudiados por espectrometria de masas hasta llegar a la secuencia de los

mismos.

interactian entre si, se recompone el activador y se
da la expresion del gen reportero acoplado a este
activador (Fig. 5). Utilizando tecnologia 2H se ha
logrado hacer un primer borrador del interactoma
de Plasmodium falciparum (La Count et al., 2005)
(Fig. 6); iv.) otra manera de descubrir interacciones
multiples entre proteinas es a través de la busqueda
bibliografica masiva de articulos, a esto se le llama
en Inglés “data mining” y para hacer este tipo de
blsqueda existen varios programas de computacion de
libre acceso en la WWW (por ejemplo www.chilibot.
net). Los resultados de los estudios de interactoma,
nos permiten ver multiples y noveles interacciones
que no son detectables por otras vias. Los resultados
del interactoma son diagramas de redes complejas
en las cuales se evidencian aquellas proteinas que
son nodos importantes dentro de las redes. Este tipo
de estudio puede ser de mucha importancia para
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identificar blancos sobre las cuales deben disefarse
drogas o aproximaciones de regulacion.

El metaboloma

Siguiendo las mismas pautas de las
descripciones anteriores, en el caso del metaboloma
se trata de descubrir a partir de los resultados de los
proyectos genoma, del proteoma y el interactoma,
aquellas relaciones entre genes y proteinas que tienen
que ver con las rutas metabdlicas de un organismo
y las conexiones entre distintas rutas. Haciendo
uso de importantes bases de datos publicas como
la Kegg (http://www.genome.ad.jp/kegg/pathway/
map/map01100.html), asi como de programas de
computacion, puede llegarse a predecir nuevas rutas
antes no detectadas, y determinar la ausencia de una
enzima en una ruta metabolica. Estos estudios van
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Gen activador se divide en dos
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Mitades se fusionan a _ _

/ \ partesde Xo Y X Y
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O D Proteinas fusionadas
a2 =

Genes de proteinas
a probar

Si X es reconocida por Y

operador

- Se dispara la transcripcion

produce color en las células

Fig. 5. Sistema de dos hibridos (2H) para estudiar interacciones entre proteinas. Los genes clonados
correspondientes a dos proteinas que se quiere saber si interactian entre si (X y Y) se fusionan con
una parte de una proteina activadora que se une a un promotor de la transcripciéon de levadura. Para
que ocurra la transcripcion del gen reportero, es necesario que las dos proteinas (o partes de ellas) se
reconozcan y ayuden asi a reconstruir al activador, sobre la region operadora del gen. Usualmente se
detecta esta interaccion en la célula de levadura receptora por cambio de la coloracion producida por
el gen reportero.

quimioterapettica de las enfermedades que ellos
producen, pero los investigadores tienen en sus
manos para estudiar alrededor del 50% de los genes
putativos de los cuales aun no se les conoce ninguna
funcion.

acompaifiados de otros bioquimicos y estructurales. En
Kinetoplastida se ha hecho un estudio comparativo de
sumetaboloma (Merriman et al., 2005) en el mismo se
confirman blancos quimioterapeuticos descritos en la
erapre-gendmica tales como: i) la sintesis de ergosterol
en Leishmania y T. cruzi, ii) la ruta metabdlica del
tripanotion, iii) la ausencia de una ruta para sintetizar
grupos hemo y iv) las enzimas de las vias glicoliticas.

La biologia de sistemas

Los métodos masivos de estudio usados en

Pero aparecen nuevos y promisorios blancos como:
1) los transportadores de hexosas fosfatos en 7. cruzi;
ii) la sintesis de aminoetilfosfonato, una alternativa
al ancla GPI, exclusiva de T. cruzi. Aun es prematuro
afirmar que la informacion del metaboloma de los
Kinetoplastida proveera una salida inmediata a la
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la actualidad hacen que la biologia pase de ser una
ciencia pobre en datos a una rica en ellos, tal como
lo es la fisica. Por ello es necesario recurrir a nuevas
aproximaciones integrales u holisticas para poder
analizar esta enorme cantidad de informacion a fin de
que se convierta en conocimiento util.
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Fig. 6. Una red del interactoma de Plasmodium falciparum (La Count et al., 2005) correspondiente a
genes que en su mayoria estan asociados a remodelacion de la cromatina, se indican los nodos muy

bien conectados o Hubs y los nodos mas simples.

El area de la nueva biologia que se encarga
de desarrollar nuevos algoritmos y métodos de estudio
para racionalizar y entender los datos generados por
los distintos proyectos se le llama biologia de sistemas
o biologia sistémica, término que fue acufiado en
Inglés como “Systems Biology” (Kitano, 2001).

El conocimiento y manejo de sistemas
complejos es familiar y comun a los ingenieros, por
ejemplo a aquellos que estudian y disefian aeroplanos.
Estos aparatos tienen muchos de los atributos de los
sistemas biologicos tales como la de ser robustos, y la
redundancia de funciones para alcanzar esta cualidad.
La biologia de sistemas nos permitira abordar la
relacion parasito-hospedador en una forma integral,
teniendo una vision no constreflida a ventanas de
informacion que no se traducen a informacion util o
conocimiento.
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Las distintas interacciones que se describen
a partir de las 6micas pueden ser graficadas, como
fue mencionado para el interactoma de Plasmodium,
como conexiones entre un punto (nodos) (proteina o
gen) y los demas (Fig. 6). La biologia de sistemas
analiza las estructuras de las redes para determinar
su arquitectura organizandolas en redes o super-redes
con distintos grados de jerarquia. También trata de
descifrar las leyes que regulan su organizacion e
identificar a los nodos mas ricos en conexiones, a los
que se llaman Hubs o supernodos, estos supernodos
constituyen puntos clave para la regulacion de
los sistemas biologicos, y por ello pueden ser de
gran importancia para disefio de drogas, o como
puntos de diagnostico del funcionamiento de un
determinado sistema. En el ejemplo del interactoma
de P. falciparum una alternativa a la busqueda de
antigenos superficiales para desarrollo de vacunas,
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seria la de atacar el super-nodo PfGenS que centra
las actividades de remodelacion de la cromatina
de este parasito (Fig. 6). Si extrapolamos este
mismo razonamiento a 7. cruzi, los resultados del
proyecto genoma revelan una complejidad en la
organizacion, contenido, y composicion de las
proteinas de superficie que sugieren un sistema que
podriamos llamar surfoma, en el cual se expresan
de manera coordinada, dependiendo del estadio del
ciclo celular y del ambiente, familias y subfamilias
de genes cuya dinamica serian importante dilucidar.
Este hecho nos lleva a pensar que al enfocarnos en la
superficie de este parasito para tratar contrarrestarlo
caemos en su juego de evasion, el cual es el producto
de miles de afios de evolucion. Tal vez este tipo de
investigaciones deberian de estar dirigidas hacia otros
tantos blancos identificados y por identificar en el
proyecto genoma.

CONCLUSIONES

Aunque aun resulta dificil medir el impacto
de las tecnologias mas recientes en la lucha contra
la Leishmaniasis, el mal de Chagas y le enfermedad
del sueflo, los proyectos genoma de sus agentes
etiologicos han brindado un caudal de informacion
que necesita ser sistematizado y aprovechado. En
especial los paises en vias de desarrollo deberiamos
entrenar investigadores en como explotar y obtener
informacion util de estos proyectos los cuales
son de dominio publico. Por otro lado, el cimulo
de resultados también obliga a la aplicacion de
aproximaciones sistémicas para poder estudiar la
complejidad de los datos, dando una vision biologica
integral mas en consonancia con las complejas
interacciones existentes en la relacion parasito-
hospedador. En algunos parasitos como Plasmodium
falciparum (Gardner et al., 2002) el ciclo de genomas
interactuando se ha cerrado con la publicacion del
genoma humano; (Venter J.C. ef al., 2001), (Lander
etal.,2001) y el de Anopheles gambiense (Holt et al.,
2002), pero todavia no contamos con las herramientas
bioinformaticas adecuadas para detectar a gran escala
el didlogo genético que se establece entre el parasito
y el organismo que lo alberga.

El abordaje sistémico nos lleva también
a dejar de un lado el enfoque reduccionista de la
biologia molecular del siglo XX que nos permitia
ver partes pero no el todo. El entender la dinamica
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de las redes complejas de los componentes genéticos
de estos parasitos, nos ayudaran a orientar nuestras
investigaciones a la busqueda de los puntos mas
débiles de estas redes y asi ejercer un control sobre
ellos.

Impact of molecular biology, genomics and
proteomics in the study of Kinetoplastida

SUMMARY

Kinetoplastida is an Order of Protozoa that
includes important pathogens to humans, animals and
plants. Here, a historical recounting of the impact of
molecular biology on Kinetoplastida biology is made.
This review is mainly focused on the new develop-
ments originated after the publication of the genome
sequences of Leishmania major, Trypanosoma cruzi,
and Trypanosoma brucei, emphasizing those subjects
where useful information can be derived to fight
these parasites. In addition, the new tendencies that
may be relevant to parasitology in the near future are
discussed, such as the application of systems biology
to study the host-parasite interaction. Systemic
considerations are made to direct the attention to new
metabolic or genetic hubs, de-emphasizing the attack
of the complex parasite system of surface proteins
or surfome This review is aimed to non-molecular
biology specialists.

Key words: Parasite genome, proteomics, systemic
approaches, host-parasite interaction
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REVISION

Revision de la subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) en Cuba
Yenin Hernandez Gonzalez & Raul Gonzalez Broche

La subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) agrupa a los vectores principales y
potenciales de la Enfermedad de Chagas, presente en México, Centroamérica y Sudamérica,
representando una grave amenaza para la salud de muchos paises de la region. Con el objetivo
de fomentar el estudio de estos insectos en nuestro pais, se presenta una revisiéon bibliografica
sobre aspectos taxondmicos, bioldgicos, proceso de domesticacion e importancia médica de los
triatominos cubanos. Cuatro especie han sido reportadas hasta ahora en Cuba: Bolbodera scabrosa,
Triatoma rubrofasciata, Nesotriatoma flavida y Nesotriatoma bruneri, En efecto, recientes estudios
moleculares han revalidado el género Nesotriatoma Usinger 1944, representado en Cuba por las
especies N. flavida y N. bruneri, las cuales se separan por caracteristicas externas del cuerpo,
morfologia de las genitalia del macho y ADN mitocondrial. No existen evidencias del establecimiento
de colonias de triatominos en las viviendas, ni reportes de Trypanosoma cruzi autoctono, por lo que
el riesgo de transmision vectorial es minimo, aunque es de suma importancia la vigilancia clinica,

serolégica y sobre los posibles vectores.

Palabras claves: Triatominae, Nesotriatoma flavida, Nesotriatoma bruneri.

INTRODUCCION

La subfamilia Triatominac (Hemiptera:
Reduviidae) comprende insectos hematofagos
capaces de transmitir Trypanosoma cruzi, agente
causal de la enfermedad de Chagas. Existen mas de
130 especies de triatomineos, de los cuales, solo 3
géneros agrupan a los vectores principales: Triatoma,
Rhodnius y Pastrongylus (OMS, 2003). Sin embargo,
mas del 50% de las especies de esta subfamilia se han
infectado natural o experimentalmente con el parasito,
y debido a su comportamiento y fisiologia similares,
todas deben considerarse como vectores potenciales
(Schofield, 1994).

En Cubase encuentran 3 géneros y 4 especies:
Bolbodera scabrosa Valdés, 1910, Nesotriatoma
flavida (Neiva, 1911), Nesotriatoma bruneri Usinger,
1944 y Triatoma rubrofasciata (De Geer, 1773).
Las tres primeras son endémicas y restringidas a

Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri”. Autopista “Novia del
Mediodia” Km 6. Aptdo postal 601. Marianao 13. Ciudad Habana,
Cuba.

*Autor de correspondencia: yenin@ipk.sld.cu
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nuestro archipiélago (Usinger, 1944; Galvao ef al.,
2003). Bolbodera scabrosa es considerada un “fosil
viviente”, ya que se alimentaba de un perezoso que se
extinguid en nuestro pais, y sobrevivid adaptandose
a un nuevo hospedero (Usinger, 1994; Alayo, 1967).
Es poco abundante y endémica de Punta Maisi, se
ha colectado en Guantanamo y Pinar del Rio, en
plantaciones de café y nidos de roedores (Alayo,
1967; Jiménez-Ozete, 1981; Llop et al., 2001).

La primera especie de Triatominae que se
describié fue T. rubrofasciata, identificada por De
Geer en 1773, quien la nombré Cimex rubrofasciatus.
En 1883, Laporte la designd especie tipo del género
Triatoma y le dio el nombre actual (Galvao, 2003).
Tiene una amplia area de dispersion en zonas de Asia,
Africa y América, con origen en el antiguo continente
(Alayo, 1967; Hernandez-Pombo & Diaz-Canel,
1976). En nuestro pais, se ha colectado en Santiago
de Cuba y se supone que haya sido importada, pues se
encontrd cerca del puerto de dicha ciudad (Hernandez-
Pombo & Diaz-Canel, 1976).

Nesotriatoma flavida y N. bruneri fueron
consideradas sinonimias desde 1946 hasta 1981, por
lo que eran tratadas como una sola, Triatoma flavida.
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Es por eso, que abordaremos su taxonomia de forma
detallada. Jiménez y Fuentes (1981) se refieren a ella
como la especie predominante de los triatomineos
cubanos, y ha sido colectada en lugares remotos
y agrestes, en Pinar del Rio, Topes de Collantes y
Camagiiey (Alayo, 1967).

En Cuba, se conoce de la existencia de estas
especies y su importancia médica desde el inicio
del siglo pasado. Sin embargo, las investigaciones
realizadas se reducen a escasos trabajos sobre M.
flavida, donde se abordan aspectos de su taxonomia,
biologia, distribucion, epidemiologia y cria en
condiciones de laboratorio. Debido a la importancia
que revisten las mismas y a la necesidad de tener un
amplio conocimiento sobre ellas, nos propusimos
revisar la informacién disponible sobre los
triatomineos cubanos, y brindarla como una resena
que permita incentivar su estudio.

TAXONOMIA

Triatoma flavida fue hallada e identifica-
da por Valdés en 1910 como Rhodosisu probixus y
corregido por el mismo autor en 1914, nombrandolo
Rhoduris prolixus (Jiménez-Ozete, 1981; Carcavallo,
et al., 1997). En 1911 fue descrita por Neiva como
Triatomaflavida,basandose en ejemplares depositados
en el Museo de Washington, probablemente colectados
por Gundlach (Hoffman, 1938). La especie tipo de
Neiva es un espécimen de pequefio tamafio y esta
depositado en el Museo Nacional de Historia Natural
de Washington, Estados Unidos (Usinger, 1944).

En 1937 Bruner y Barber identificaron como
T flavida ejemplares de mayor tamafio colectados
en dos provincias orientales. Posteriormente,
examinaron una hembra muy pequefia procedente de
Sierra Rangel (occidente), de 22 mm de largo, que no
diferia de las formas largas tipicas del oriente del pais
(Usinger, 1944).

En 1944, Usinger describe un nuevo género,
lo nombra Nesotriatoma, y en él coloca a 1. flavida.
Entre las caracteristicas que definen este taxon,
se encuentran: su gran tamaflo, el cuerpo rugoso,
disco del escutelo con un par de tubérculos en su
base dirigidos hacia delante; mientras que, el género
Triatoma agrupa especies mas pequefas, de aspecto
mucho menos rugoso y disco del escutelo con una
espina bien visible (Alayo, 1967).
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En ese mismo afo, a partir de los
ejemplares de mayor tamafio procedentes de las
zonas orientales del pais, Usinger describe una
nueva especie Nesotriatoma bruneri. Segin la clave,
los caracteres que la distinguen de 7. flavida son el
largo del primer segmento antenal, ancho de los ojos
en relacion a la distancia interocular y el desarrollo
de las fosetas tibiales en las hembras. El holotipo
hembra de N. bruneri se encuentra depositado en la
Academia de Ciencias de California, Estados Unidos,
y es un ejemplar de 28 mm de largo procedente de
Camagiiey.

En 1946, este autor estudia todos los
ejemplares disponibles de Nesotriatoma, para
determinar los limites de variacion entre N. bruneri
y N. flavida, y llega a la conclusion de que el tamafio
de los ojos y el grado de desarrollo de las fosetas
tibiales, son caracteres sin valor diagnoéstico dentro
de un grupo con cierta plasticidad. En una serie de
10 ejemplares procedentes de Camagiiey, observo
que el tamafio vari6 desde hembras largas del tipo
bruneri hasta un macho de 22 mm de longitud, muy
parecido al tipo flavida, lo que le permitio considerar
a Nesotriatoma bruneri sinonimo de Nesotriatoma
flavida.

Como habiamos visto, en 1981 Nesotriatoma
flavida y N. bruneri vuelven a ser especies distintas,
no solo por los caracteres de la morfologia externa,
sino por la comparacion de las estructuras que
conforman el falo: proceso del endosoma, vejiga,
soporte del falosoma y proceso del gonoporo (Lent
& Jurberg, 1981). Al separarlas, le dan el nombre
genérico Triatoma, ya que el género Nesotriatoma no
es reconocido por Lent & Wygodzinsky (1979), en la
revision que hacen de esta subfamilia.

Un estudio reciente basado en el analisis
del ADN mitocondrial, apoya la decision de Usinger
(1946) de proponer para flavida y bruneri el nombre
genérico Nesotriatoma, al cual pertenece ademas,
Nesotriatoma obscura Maldonado y Farr, 1962 de
Jamaica, conformando al grupo antillano que esta
bien caracterizado morfolégicamente (Hypsa et al.,
2002). A estas especies también se les conoce como
complejo N. flavida, relacionado genéticamente con
el género Meccus Stal, 1859 de México (Schofield,
2000; Galvao et al., 2003).
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BIOLOGIA
Ciclo de vida y habitos

Los primeros estudios sobre la biologia de
N. flavida fueron realizados por Hoffman (1923,1938)
en la primera mitad del siglo XX, criandolos y
alimentandolos con su propia sangre durante 15 afios.
Como resultado de sus investigaciones, llamoé la
atencion sobre el peligro que representa que las ninfas
succionen sangre del abdomen de otro individuo de
su especie, ya que al vivir en nidos, un solo insecto
infectado puede contaminar a toda la colonia.

Este autor revel6 la probabilidad de que N.
flavida se alimentara de roedores. En 1946, Usinger
hace alusion a un planteamiento de Bruner sobre la
jutia conga Capromys pilorides (Pallas), como el
huésped nativo mas probable de esta especie. Sin
embargo, en lanaturaleza solamente se ha comprobado
su alimentacion sobre cerdos (Jiménez-Ozete, 1981)
y humanos.

Mas tarde, en la década del 80 se observaron
ejemplares de distintos estadios permitiendo conocer,
que la temperatura influye en el periodo de incubacion
de los huevos, que fue de 28,67 dias en invierno y
21,02 dias en verano y se mantiene durante todo el
ano, siendo favorecido en verano. La ninfa I tiene una
duracion de 20-47 dias y mas, la ninfa II dura 38-49
dias, ninfa III 49-83 dias, ninfa IV 52-86 dias, ninfa V
60-107 dias. Todos los estadios ninfales son altamente
viables (Jiménez-Ozete, 1981). También se realizo un
estudio biométrico de las ninfas de esta especie, con
el objetivo de obtener parametros de talla y peso que
aportaran datos a la biologia de N. flavida (Jiménez-
Ozete & Fuentes, 1981).

En otro estudio realizado en Venezuela,
a partir de individuos obtenidos de una colonia de
laboratorio, se midieron aspectos relacionados con
la eclosion de los huevos, ciclo de vida, mortalidad
y conducta de alimentacion para cada estadio.
El experimento se llevd a cabo en ausencia de
competencia intraespecifica. El tiempo de desarrollo
fue mas largo que la mayoria de las especies de este
género (230,4 dias). El periodo de incubacion de
los huevos fue de 27,2 dias en verano y 21 dias en
invierno. En otras especies de Triatoma fue de 17
a 29 dias. También se obtuvo un patron irregular
de mortalidad que fue similar al observado en otras
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especies. La menor mortalidad ocurre frecuentemente
de Illo a IVo , o de IVo a Vo estadio. La hembra pone
una media de 283 huevos y su supervivencia fue
de 201,8 dias, y la de los machos fue de 344,8 dias
(Cabello & Lizano, 2001).

No existen trabajos que aborden la biologia
y habitos de las otras especies que habitan en Cuba.
Solo se conoce, que B. scabrosa no se alimenta de
sangre humana (Fuentes com. pers., 2005), sino de un
roedor, probablemente la jutia Capromys melanurus
(Usinger, 1946; Alayo, 1967). Con este insecto se
realizaron intentos fallidos de criarlo en condiciones
de laboratorio (Fuentes com. pers., 2005).

Segin reportes de la OMS (2003) T
rubrofasciata vive en las regiones costeras de todo el
geotropico, en intima relacion con la rata doméstica
(Rattus rattus). Al parecer, no estd asociada
exclusivamente a mamiferos, puesto que se le halld
en palomares y junto a lagartos, y a veces, asociada a
animales silvestres encerrados en zooldgicos (Llop et
al.,2001).

Proceso de domesticacion

Los triatomineos fueron originalmente
silvestres, la mayoria son selvaticos y estan asociados
a una amplia variedad de vertebrados huésped, otros
se han ido adaptando gradualmente a la domesticidad
humana, donde llegan a ser vectores de la enfermedad
de Chagas (Schofield et al., 1999; OMS, 2003). Este
proceso puede ser considerado como una extension
de la ruta evolutiva, desde el depredador hasta el
chupador de sangre del nido-vivienda, donde el
habitat doméstico representa simplemente un tipo
particular de nido de invertebrado.

Los asentamientos y la colonizacion
humana han cambiado el medio natural, en particular
mediante una extensa deforestacion. La respuesta de
las poblaciones de triatomineos a la escasez de fuentes
alimentarias y abrigo natural fue la colonizacion de
las viviendas humanas. Los factores que han llevado
a este proceso de domesticacion son: la naturaleza y
calidad de los edificios, las condiciones de la vivienda,
los habitat domiciliarios y peridomésticos que crean
microhabitat favorables y brindan proteccion contra
los depredadores, el abundante suministro de sangre
que proporcionan los seres humanos y la proteccion
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que encuentra el vector en la superficie de las paredes
de barro (OMS, 2003).

Algunas especies del género Triatoma son
casi exclusivamente domésticas. Por consiguiente,
los lugares que estos insectos escogen para Vvivir
son las casas, gallineros, corrales de cabras, nidos,
etcétera. Con respecto a las viviendas, elige aquellas
que tengan las caracteristicas favorecedoras de sus
habitos, refugiandose principalmente en las grietas
de las paredes de barro u hormigén, las juntas entre
los ladrillos de adobe, detras de cuadros y adornos de
pared, los espacios entre la lefia o caiias, los tejados de
hojas de palmera y los suelos de tierra (OMS, 2003).

En 1938 Hoffman planted que N. flavida casi
nunca se presenta en las viviendas y que todavia no
se habia domesticado como otras especies, en otros
paises. Seglin ¢l este insecto vive en correspondencia
a su costumbre natural y original, escondido en el
campo, en las cuevas o en las palmas, chupando
sangre de animales.

En la actualidad M. flavida vive en condicio-
nes naturales en cuevas de animales silvestres, como
ocurre en la peninsula de Guanahacabibes, Pinar del
Rio. Sin embargo, en la misma provincia, pero en la
region de Dimas, no habitan en cuevas y se encuentran
en zonas de abundante vegetacion. Durante la noche,
son atraidos a las casas por la luz, aunque no se han
encontrado evidencias del establecimiento de colonias
en las mismas (Jiménez-Ozete, 1981).

Desde su descripcion, se planted que M.
bruneri es tipica de la zona de Oriente (Usinger,
1944), pero no existen reportes de su presencia en las
viviendas, por lo que se hace necesario realizar nuevas
colectas, sobre todo en el Oriente del pais, para ver
donde viven estos animales y de que se alimentan.

T. rubrofasciata se colectd en areas cercanas
al puerto de Santiago de Cuba, volando alrededor de
las luces de la calle (Alayo, 1967; Hernandez-Pombo
& Diaz-Canel, 1976). También, se ha encontrado
dentro de las casas en menor escala: en las paredes,
pisosy debajo de los colchones de las camas; asi como,
volando en el exterior de las viviendas y al entrar en
las mismas (Jiménez-Ozete, 1981). Actualmente, en
otros paises, este rediivido puede considerarse como
el Ginico triatomineo estrictamente domiciliado (OMS,
2003). En nuestro pais, no se han realizado estudios
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sobre el proceso de domesticacion. En la literatura

consultada, solo existe una ubicacion de las especies

dentro de una clasificacion seglin su habitat, realizada
por Lumsden (1979) (Jiménez-Ozete, 1981):

- Especies domésticas y selvaticas: 1. rubrofasciata.

- Especies selvaticas con pequefias colonias oca-
sionalmente encontradas en casas: no se han
informado.

- Especies selvaticas que presumiblemente son atraidas
a las casas por la luz: B. scabrosa y N. flavida.

IMPORTANCIA MEDICA
Los triatominecos son una subfamilia
estrictamente hematofaga, capaces de chupar

cantidades importantes de sangre, contribuyendo a
la anemia cronica por carencia de hierro (Schofield,
1994). Sin embargo, su importancia principal viene
dada por su capacidad de transmitir el parasito
protozoario  Trypanosoma cruzi. Las personas
infectadas por este flagelado pueden padecer de
lesiones cardiacas, gastrointestinales o neuroldgicas,
aunque las manifestaciones de la enfermedad varian
mucho de una zona endémica a otra. A pesar de
que los programas de lucha contra esta dolencia, en
varios paises endémicos, han obtenido resultados
notablemente positivos, en México, paises andinos
y centroamericanos, existen de 8 a 9 millones de
personas infectadas y otros 25 siguen en riesgo de
contraerla, lo cual destaca la necesidad de ampliar
las estrategias de lucha contra la enfermedad (OMS,
2003).

Nesotriatoma flavida se puede alimentar
del hombre y de los animales silvestres, causando
dafo directo por la succion de sangre y reacciones
toxicas por la inoculacién de la saliva. Su picada
no es dolorosa, aunque pueden producirse lesiones
posteriores, de reaccion alérgica inflamatoria locales,
con enrojecimiento y prurito (Jiménez-Ozete, 1981).

Por otro lado, esta especie tiene caracteristi-
cas particulares que aumentan su peligrosidad como
vector potencial, ya que sus habitos alimentarios
pudieran favorecer una rapida dispersion de la
enfermedad, asi como una brusca explosion de
insectos infectados en la colonia. Ademas, el tiempo
de deyeccién corto provoca un aumento de su
eficiencia como vector potencial (Jiménez-Ozete,
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1981), ya que el parasito es transmitido a través de las
heces y defeca mientras se alimenta.

Desde 1909, a raiz del descubrimiento de
la Tripanosomiasis Sudamericana o enfermedad de
Chagas, Hoffman investigd si en Cuba existia esta
enfermedad y sus vectores. En 1938 publica un trabajo
donde plantea: “... con los Triatomas de mi cria, que
mandé a varios institutos que estan experimentando
con los tripanosomas de la enfermedad de Chagas, se
ha comprobado de forma indiscutible que 7' flavida
es efectivamente un transmisor de la enfermedad
por tanto, si llegaran a Cuba los portadores de
Trypanosoma cruzi, existe seguramente la posibilidad
de una infeccion de los Triatomas del pais.”

Basado en lo planteado por Hoffman (1938)
y por Romafia (1961), Herndndez-Pombo afirmé en
1976 que tenemos en nuestro pais, al menos, dos
especies capaces de transmitir Trypanosoma cruzi,
que son: N. flavida y T. rubrofasciata (Tabla I).
Esta ultima, es un vector probado de este parasito
(Carcavallo et al, 1997) y al pertenecer al grupo
que colonizan permanentemente las viviendas,
marcadamente antropofilico, le concede una
importancia epidemioldgica primordial (OMS,2003).
Se desconoce si B. scabrosa'y N. bruneri son capaces
de transmitirlo.

Como parte de los estudios de Hoffman
(1938), se encuentra el examen de las heces de sus
ejemplares, sobre todo de los procedentes del campo,
pero nunca encontrd las formas flageladas de los
tripanosomas. Posteriormente, Jiménez-Ozete (1981)
colectd ejemplares de biotopos naturales y tomod
muestras de heces, observandolas en gota fresca y en
frotis con resultados negativos.

Cuba es considerada, junto a otras islas del
Caribe, exenta de la enfermedad, no se conoce de T.
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cruzi autdctono y los vectores detectados siempre han
sido en muy baja densidad y vinculados a ecotopos
silvestres. En este momento, se considera que el
riesgo de transmision vectorial es minimo, pero la
vigilancia clinica, serologica y sobre los vectores es
siempre aconsejada (Schofield, 2000).

DISCUSION

Desde la descripcion de la primera especie
de triatomineo hasta nuestros dias, la clasificacion
de estos vectores se ha basado en el concepto
morfolégico tradicional, segun el grado de similaridad
entre los organismos, por lo que las caracteristicas
fenotipicas fueron y contintlan siendo las mas
utilizadas. Sin embargo, las especies mas semejantes
morfoloégicamente, no necesariamente son las mas
emparentadas (Galvdo, 2003). La taxonomia de
triatomineos gandé una nueva herramienta, cuando
las estructuras falicas comenzaron a ser analizadas
comparativamente, permitiendo la separacion entre
las especies (Carcavallo ef al., 1997).

Teniendo en cuenta que en 1946, Usinger
seflald que el tamafio de los ojos y el grado de
desarrollo de las fosetas tibiales carecen de valor
diagnostico para separar N. flavida de N. bruneri,
recomendamos se estudien otros caracteres de su
morfologia externa, que permitan diferenciar sus
poblaciones. Ademas, como parte de todo estudio
taxondmico, debe realizarse el andlisis de los genitales
del macho, sobre todo, cuando existen especies muy
parecidas o formen parte de un complejo, como es el
caso que nos ocupa.

Los resultados de Hypsa (2002) constituyen
la muestra de datos moleculares mas representativa,
que hizo resurgir la hipdtesis del origen monofilético
de los triatomineos (Galvao, 2003). Consideramos

Tabla I. Infecciones de los triatominos cubanos por flagelados.

Triatominos Infecciones

cubanos Trypanosoma cruzi Trypanosoma rangeli Otros

N. flavida +E - -

N. bruneri - - - Blastocrithidia sp.

B. scabrosa - - -

T. rubrofasciata +N - +Trypanosoma conorhini

E: infeccion experimental; N: infeccion natural
Fuente: Carcavallo, et al., (1997).
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de suma importancia la reubicacion de las especies
del complejo flavida dentro del género Nesotriatoma,
ya que estan bien caracterizadas morfologicamente
y corrobora la decision de Usinger, quien describid
dicho género y colocé a T flavida dentro del mismo.
Ademas, el analisis genético emplea un marcador muy
utilizado en estudios taxonomicos y filogenéticos de
insectos (Hernandez, 1997).

Coincidimos con Jiménez-Ozete (1981) al
plantear que N. flavida vive en condiciones naturales,
en cuevas de la peninsula de Guanahacabibes, Pinar
del Rio. Los ejemplares colectados en esa localidad,
estan depositados en la coleccion entomologica del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri* (IPK).
Sin embargo, en la regién de Dimas, Pinar del Rio,
su presencia en las viviendas fue algo ocasional, ya
que se detecto posterior a la transformacion del medio
por el hombre, con fines agricolas (Jiménez-Ozete,
1981), y en otras colectas no fueron encontrados.
Esto debe tenerse en cuenta, porque en los paises
donde la enfermedad es endémica, las modificaciones
medioambientales causadas por el hombre han
originado la desaparicion de los focos naturales, lo que
ha propiciado la domiciliacion de los triatomineos,
principal factor que aumenta el riesgo de transmision
de Trypanosoma cruzi (OMS, 2003).

Con respecto a N. bruneri, se colect6 en Elia,
Camagiiey (Alayo, 1967), pero no se especifica si fue
encontrado en condiciones naturales o en viviendas.
Como esta especie era considerada sinonimia de M.
flavida, se desconoce su habitat, biologia y ecologia.

Es importante destacar, que en determinadas zonas
de nuestro pais, existen viviendas que retnen las
condiciones para que estos insectos se adapten, por
lo que resulta de vital importancia determinar, si se
mantienen en condiciones naturales o esta ocurriendo
su transicion al habitat doméstico, aspectos que deben
ser objeto de futuras investigaciones.

Por otro lado, no podemos asegurar que
N. flavida y T rubrofasciata (Tabla I) transmitan
Trypanosoma cruzi en nuestras condiciones. En el
caso de N. flavida se reportdé como una posibilidad,
teniendo en cuenta resultados experimentales de 1930
(Hernandez-Pombo & Diaz-Canel, 1976). Ademas, se
desconoce si N. bruneri puede transmitirlo, tanto en
condiciones experimentales como naturales. Razones
que justifican la necesidad de estudiar a estos insectos
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en relacion con el parasito, debido al peligro que
constituye el flujo de personas procedentes de areas
endémicas que visitan, estudian o residen en Cuba.

Review of the Triatominae
(Hemiptera: Reduviidae) in Cuba

subfamily

SUMMARY

The Triatominae subfamily (Hemiptera:
Reduviidae) contains the principal and potential
Chagas’disease vectors present in Mexico, Central
America and South America and represents a serious
threat for the public health of many countries of the
region. With the aim of encouraging the study of
these insects in our country, a bibliographical revision
is presented about taxonomy, biology, domestication
process, and medical importance of the Cuban
triatomine. Four species of triatomine bugs have
been so far reported in Cuba: Bolbodera scabrosa,
Triatoma rubrofasciata, Nesotriatoma flavida and
Nesotriatoma bruneri, Recent molecular studies have
revalidated the genus Nesotriatoma Usinger 1944,
represented in Cuba by the species N. flavida and N.
bruneri, which are separated by external characters
of the body, the morphology of male genitalia and
mitochondrial DNA. Evidence of the establishment
of colonies of triatomine bugs does not exist in houses
nor reports of autochthonous Trypanosoma cruzi,
because of that the risk of vectorial transmission is
low, although it is of supreme importance in clinical
and serological surveillance and on possible vectors.

Key words: Triatominae, Nesotriatoma flavida,
Nesotriatoma bruneri.
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Una nueva especie de Culicoides originaria de Venezuela (Diptera:

Ceratopogonidae)
Gustavo Perruolo*

Una nueva especie de Culicoides, C. tamaensis es descrita e ilustrada sobre la base
de ejemplares hembras colectadas con trampa de luz en la region andina del estado Tachira,

Venezuela.

Palabras claves: Diptera, Ceratopogonidae, Region Andina, Venezuela, Culicoides tamaensis n. sp.

INTRODUCCION

El genero Culicoides Latreille esta repre-
sentado en Venezuela por 52 especies (Ramirez Pérez
1984), de las cuales en la region andina se han citado
29 (Perruolo 1987, 1988, 1991). En el municipio
Cordoba del Estado Tachira Perruolo (1991)
recolecto ejemplares de las especies C. elutus, C. foxi,
C. insignis, C. pusillus y C. rostratus. La propuesta
de este trabajo es la descripcion e ilustracion de una
nueva especie para esta region andina de Venezuela,
sobre la base de ejemplares hembras capturadas con
trampas de luz.

MATERIALES Y METODOS

Los 6 ejemplares hembras utilizados sir-
vieron de base para la descripcion de esta nueva
especie fueron recolectados con una trampa de luz
de succion tipo CDC entre las 18:00 y 06:00 horas
en un area boscosa caracterizada por ser una zona de
vida tipo bosque humedo premontano (Bh-pm) (Ewel
et al., 1968), con una precipitacion anual de 2000 a
3000 mm, una temperatura media anual de 20 a 25 °C
y una altitud de 680 m.s.n.m. de la region de “Media
Libra” dentro del Parque Nacional “El Tama” (72°
1570, 7° 29" N) en el Municipio Cordoba del Estado
Tachira, Venezuela, el 14 de Julio de 2004.

Universidad del Téchira. Centro de Estudios de Vectores de
Enfermedades (C.E.V.E). Decanato de Investigacion. San Cristobal.
Venezuela.

*Autor de correspondencia: perruolo@unet.edu.ve

115

La terminologia usada es la publicada por
Spinellietal. (2005). Todas las medidas estan en micras
excepto las de las alas que estan en milimetros.

RESULTADOS

Culicoides tamaensis Perruolo, n. sp.. (Fig. 1)
Diagnostico: Unica especie del grupo eublepharus
con relacion antenal 1,63 (1,42 — 1,70); sensilas
coeloconicas en los segmentos antenales 3, 8, 10 — 14;
relacion palpal 0,77 - 0.90 (0,83); relacion proboscis
/ cabeza 0,99 — 1,19 (1,09); mandibula con 20 dientes
y celda anal con dos areas claras separadas.

Hembra: Largo del ala 1,00-1,25 (1,16) mm, ancho
del ala 0,48-0,64 (0,52) mm, relacion costal 0,59-0,71
(0,65).

Cabeza: 210 um de largo por 260 pm de ancho,
ojos separados por la anchura de "2 omatideo en
la parte media, con pilosidad entre los omatideos.
Proboscis con una longitud de 230 um y una relacion
proboscis/cabeza de 0,99-1,19 (1,09). Antenas con los
flagelomeros del tamafio medio siguiente: 37,5- 27,5-
27.9- 27,8- 30,0- 28,1- 27,7- 30,0- 62,5- 70,0- 77,5-
80,0- 92,5 um; Relacion antenal 1,42 — 1,70 (1,63);
sensilas coeloconicas en los segmentos antenales
3, 8, 10-14. Palpos claros con los artejos con las
siguientes longitudes: 12,5 - 37,5 - 55 - 17,5 - 12,5
um; tercer segmento palpal con una anchura maxima
de 30 um, lo que da una relacion palpal 0,77 - 0,90
(0,83). Organo sensorial del tercer segmento palpal
presente, en la region distal, con el fondo y la abertura
externa irregular, casi cuadrangular. Mandibula con
20 dientes.
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Toérax: Pardo, pleura mas clara.

Patas: Peine tibial del tercer par de patas con cuatro
cerdas espiniformes desarrolladas.

Alas: Celdas radiales de diferentes tamafos, manchas
oscuras estigmaticas cubren totalmente la segunda
celda radial. Celda r3 con dos areas claras, la distal
es grande alargada en sentido transversal y no llega
al borde del ala. Celda ml con dos areas blancas
ovaladas, la distal separada del borde del ala. Celda
m2 con un area clara ovalada pegada al borde del
ala. Celda cual con un area clara que llega al borde
del ala. Celda anal con dos areas claras separadas, la
distal pegada al borde del ala. Vena transversal radio-
mediana (r-m) clara. Venas M1, M2 sin areas claras
que las abrace. Halterios claros con apice oscuro

Abdomen: Pardo: dos espermatecas ovoides con una
longitud de 52,5 pym

Macho: Desconocido.
Localidad tipo: “Media Libra”, Parque Nacional “El
Tama”, (72° 15" O, 7° 29" N) 680 m.s.n.m, Municipio

Fig. 1. a) Ala, b) antena, c) palpo y d) espermateca
de C. tamaensis n.sp.
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Cérdoba, Estado Tachira, Venezuela; 14. VII. 2004,
Colector: Gustavo Perruolo.

Material examinado: Una hembra holotipo depositada
en la coleccion del Museo Entomolégico “Dr. Pablo
Cova Garcia” en el Instituto de Altos Estudios
“Dr. Arnoldo Gabaldon” de la ciudad de Maracay.
Paratipos: cinco hembras depositadas en la coleccion
del “Centro de Estudios de Vectores de Enfermedades”
(CEVE) de la Universidad del Tachira y en “Museo de
Entomologia del Tachira”, San Cristdbal, Venezuela,
en laminas microscopicas registradas con los niimeros
485-d, 686-d, 687-d, 688-d y 689-d, colectadas con
trampas de luz en la misma localidad tipo.

DISCUSION TAXONOMICA

Esta nueva especie pertenece al grupo
Eublepharus, denominado anteriormente por Wirth y
Blanton 1959 como grupo Transferrans. En este grupo
se encuentran 11 especies (Borkent & Spinelli 2000),
de estas C. tamaensis se asemeja a C. caucaensis
Wirth y Lee, 1967 y a C. tamboensis Wirth y Lee,
1967. Se puede separar de C. caucaensis por el ala
que es mas pequefia en C. tamaensis y presenta dos
areas claras en la celda m1 y celda anal, la relacion
antenal y palpal es mas pequeiia en C. tamaensis, las
sensilas coeloconicas estan en los segmentos 3, 8,10-
14 en C. tamaensis, mientras que en C. caucaensis
se encuentran en 3,9-14. El tercer segmento palpal es
mas largo y estrecho en C. caucaensis. Con la especie
C. tamboensis la relacion antenal es mas grande en C.
tamaensis y las sensilas coelocOnicas estan presentes
en segmentos diferentes (3,11-14). La mandibula
de C. tamboensis tiene 11 dientes mientras que C.
tamaensis tiene 20. En el ala C. tamaensis tiene dos
areas claras en celda m1 y celda anal.

Etimologia: Esta especie de Culicoides se
denomina por la zona donde se colectd el Parque
Nacional “EL TAMA?”, importante parque nacional
situado en la region andina Venezolana, frontera con
la Republica de Colombia.

A new species of Culicoides (Diptera:
Ceratopogonidae) from Venezuela

SUMMARY

A new species of Culicoides, C. tamaensis is
described and illustrated based on female specimens
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collected with light traps in the state of Téachira, in the
Venezuelan Andes.

Key words: Diptera, Ceratopogonidae, Venezuela,
Andean, Culicoides tamaensis n.sp.
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Accion patogena de una cepa venezolana de Beauveria bassiana para Musca

domestica (Diptera: Muscidae)
José V. Scorza-Dagert & Luis J. Cova O.

En localidades de la Region Neotrépica andino-venezolana se generan contradicciones
econdémico-sanitarias por el incremento sustentable de produccion avicola y el consumo de estiércol
de pollo como abono horticola con la generaciéon de poblaciones de Musca domestica. Frente a la
resistencia cosmopolita de las moscas sinantrdpicas a los insecticidas sintéticos, planteamos el uso
de hongos entomopatdgenos de existencia local, como controladores bioldgicos. En este ensayo
se investiga las dosis de esporas patdgenas para moscas silvestres y los tiempos 50 y 95% de
mortalidad con el hallazgo de 107 conidias/mL de Beauveria bassiana, para inducir 95% mortalidad
en 6,23 dias de exposicion. Se especula la posibilidad de nebulizar una similar concentracién de
esporas para reducir la poblacién de moscas sinantropicas en una granja avicola.

Palabras claves: Beauveria bassiana, Musca domestica, control en el laboratorio

INTRODUCCION

El estiércol de pollo o gallinaza, utilizado
como abono en horticultura, es un excelente medio de
cultivo para las larvas de moscas domésticas (Moon
et al., 2001), siendo por ello Musca domestica una
especie abundante y dominante en granjas avicolas
(Avancini & Silveira, 2000). En localidades horticolas
de Los Andes de Venezuela, el uso de la gallinaza
como abono ha generado preocupacion sanitaria por
la proliferacion de moscas obligando a un Concejo
Municipal prohibir su almacenamiento y uso como
abono (véase Anexol: Gaceta Municipal, de Timotes,
Estado M¢érida, Venezuela, Ano XI. N°2). Este
problema no es nuevo por cuanto Ascher (1961), en
Israel, lo habia destacado, advirtiendo la inutilidad
del uso de insecticidas sintéticos para el control de las
moscas en granjas avicolas.

La resistencia de la mosca doméstica a casi
todos los grandes grupos de insecticidas ha sido bien
documentada y constituye un grave problema por su

Universidad de los Andes: ! Instituto de Investigaciones “José
Witremundo Torrealba”, NURR- Trujillo, Venezuela.

*Autor de correspondencia: jvscorz@yahoo.com
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relevancia en salud publica (Georghiou & Mellon,
1983). Unreciente ensayo en las Filipinas (Nazni et al.,
1998) reveld una elevada resistencia en la generacion
F1 de moscas colectadas en una granja avicola, contra
cinco insecticidas de uso comuin que incluyé un
clorado, un fosforado, un carbamato y un piretroide,
confirmando resultados que son generales para las
moscas sinantropicas. Por otro lado el uso extensivo
de estos plaguicidas sintéticos no es recomendable
en la explotacion avicola, donde las intervenciones
de control debieran hacerse con medios biologicos,
los cuales son mas especificos y sin riesgo para los
productores y consumidores de aves.

Recientemente Steinkraus ef al. (1990) han
reportado la infeccion natural de M. domestica con
Beauveria bassiana, hongo imperfecto cuyas esporas
permanecen viables e infectantes tras dos afios de
almacenamiento a temperatura ambiental.

El Laboratorio de Control de Plagas del
Nucleo “Rafael Rangel” de la Universidad de Los
Andes, cedi6 lotes de conidioesporas de una cepa de
B. bassiana (LF 08) para su evaluacion contra adultos
de Musca domestica, excesivamente abundantes en
granjas avicolas de la localidad de Isnotu, cercana a la
ciudad de Betijoque del municipio Rafael Rangel (25°
Cy 600 m.s.n.m.) en el estado Trujillo, Venezuela.
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Se evaluo la actividad entomopatogena de
esta cepa de B. bassiana para ensayar el control de la
mosca casera en unidades de produccion de pollos,
determinando los tiempos letales 50 y 95% (TL
50 y TL 95) a diferentes dosis para luego proceder
a los ensayos de campo. En este trabajo se reporta
resultados en condiciones de laboratorio mediante la
contaminacion individual por contacto, con conidias
de B. bassiana en moscas inmovilizadas por anestesia
con éter etilico.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la cepa de B. bassiana para el
biocontrol de moscas domésticas.

Conidias de B. bassiana, aislado LF 08,
obtenido de infeccidn natural de Hipothenemus
hampei en frutos de café de una finca en San Cristobal
de La Casas, en el estado Mérida, Venezuela en
2003, fueron propagadas en el medio de cultivo
en agar-papa-dextrosa y luego en arroz semicrudo
esterilizado.

Para la propagacion en masa, a partir
de colonias desarrolladas sobre medio solido de
agar papa con dextrosa, durante dos semanas, se
utilizaron fragmentos de agar con desarrollo fingico,
suspendidos en agua desionizada con 1:10.000
de Tween-80 e inoculados en arroz descascarado,
previamente humedecido al 30% vy esterilizado
dentro de bolsas de polietileno a (115°C) durante 15
minutos. El arroz inoculado se incubo a temperatura
ambiente (25°C) en penumbra, durante dos semanas.
Tamizando el desarrollo fungico a través de organdi,
se cosecharon las esporas para recogerlas en envases
secos de papel de aluminio esterilizado. Ensayos de
germinacion de las esporas con la técnica de Milner
et al. (1991) revelaron mas de 90% de eclosion.

Obtencion de moscas F1 a partir de moscas silvestres
para investigar los TL50 y TL95 a diferentes dosis de
conidias de B. bassiana.

La Fig. 1 muestra el dispositivo para la
obtencion de moscas F1 a partir de especimenes
silvestres capturados con malla en una granja de cria
avicola. El equipo fue constituido por pares de frascos
de 4,8 litros de 27 cm de longitud, 15 cm de diametro,
y boca de 95mm de didmetro interno, conectados

120

mediante un tubo de PVC de 40cm de longitud y
7.6 cm de diametro externo, ajustado apretadamente
dentro de las bocas de los frascos, mediante un
suplemento de bandas elasticas. En la cara superior
del tubo de PVC se hicieron 60 huecos de 20mm de
diametro, dispuestos en hileras, cubiertos por nylon
adherido con pegante, como ventanas de ventilacion
(Fig. 2). Dentro de uno de los frascos se introdujeron
las moscas silvestres junto con dos vasitos plasticos,
uno con azucar granulada y otro con leche en polvo.
En el otro frasco, como medio para la postura de las
moscas, se echaron 250gr. de gallinaza humedecida
extraida del lecho de una granja de cria de pollos,
precalentada a 60°C durante una hora para eliminar
huevos, larvas o pupas contaminantes. Se colocaron
los sistemas a temperatura ambiente (25°C) en un
lugar sombreado y protegido de la accion directa de
la luz solar. Se cubrieron los huecos del tubo de PVC
con tiras de tela gruesa humedecidas por capilaridad,
con el otro extremo sumergido en un frasco con agua.
Tan pronto aparecieron larvas de moscas de primero
o segundo estadio de desarrollo en la gallinaza de
cultivo, se extrajeron las mismas, para obtener la
generacion F1, ocho a doce dias mas tarde.

Determinacion del tiempo de anestesia con éter y del
porcentaje de sobrevivencia de moscas eterizadas.

Debido adificultades logisticas para disponer
de cilindros con diéxido de carbono, se utilizd éter
etilico como anestésico para las moscas, unico modo
para aplicar individualmente las concentraciones de
conidias sobre las coxas y piezas bucales de moscas
adultas.

La dosificacion del éter para las moscas no
fue facil de precisar. Las expusimos en lotes de diez
hasta cuarenta, en frascos de 4,8 litros, a los vapores
de éter, midiendo como tiempo de anestesia, desde el
momento en que se dormia la ultima mosca, hasta que
se despertara la primera.

Para eterizar las moscas, se colocaron en
un frasco de 4,8 litros tapado con malla de nylon
asegurada con una banda elastica y un circulo de
papel Whatman No.1 en el fondo. Invertimos sobre
la boca del frasco, otro de menor tamafio de 55mm
de diametro externo y 1lem de longitud (Fig. 3),
conteniendo una torunda de gasa impregnada con 3mL
de éter. Los gases difunden desde el frasco pequeiio
hacia el mayor. Con un cronémetro se midio6 el tiempo
que tardd en caer la Gltima mosca y seguidamente
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Fig. 3. Eterizador de moscas.
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se transfirieron los insectos a otro frasco limpio
con azucar y leche en polvo, para medir el tiempo
que tomo despertar la primera de las dormidas. Las
moscas activas asi tratadas, se contaron diariamente
para registrar su mortalidad en un lapso de seis dias,
que segun (Barson et al., 1994), es el periodo de alta
mortalidad de hembras de M. domestica infectadas
por B. bassiana, cuando se las contamina con 50
conidias por insecto.

Evaluacion de la patogenicidad de la cepa LF 08 de
B. bassiana para moscas domésticas adultas.

Micelio y conidias de B. bassiana en cultivo
por 21 dias fue separado por tamizado y suspendido
en agua desionizada con Tween 80 al 0,01% ,
agitada suavemente durante un minuto, para romper
las conidias. Luego, se realizo una suspension de
densidad de 1x10® conidias por mL. contadas con
un hemocitémetro Neubauer en 4x16 cuadraditos
equivalentes a 0,1 mm?, ajustando el recuento por
centrifugacion a 3000 rpm y resuspension. A partir de
esta suspension con 1x10% / mL se hicieron diluciones
seriadas en agua con Tween al 0,01% para preparar
suspensiones con 1x107 hasta 1x10° por mL en
volimenes de 10 mL y refrigerarlas (5°C) hasta su
uso, no mas de doce horas maés tarde.

Moscas bajo anestesia con éter, en lotes
de 25, fueron contaminadas con 0.5 microlitros
de la suspension de conidias depositando la gotita
contaminante, bajo aumento de 5X, entre la trompa y
las coxas anteriores. Con cada suspension de conidias
se contaminaron cien moscas que fueron confinadas
en cuatro frascos de 4,8 litros con circulos de papel
Whatman No.l de 14 cm de didmetro humedecido
y sendos vasitos con azlcar refinada y leche en
polvo. Se prepararon asi frascos, de cuatro en cuatro,
para cien moscas contaminadas con las respectivas
concentraciones de conidias (107/mL hasta 10%/mL)
y ademas, frascos controles con 100 moscas sanas
que, se sometieron Uinicamente a la anestesia con éter.
Los frascos se colocaron en penumbra, para contar
diariamente las moscas caidas y aparentemente
muertas por su inmovilidad a la agitacion del frasco.
No se separaron los cadaveres para evitar el estrés en
las sobrevivientes. El recuento de las moscas caidas,
tanto en los frascos experimentales, como en los
controles, se hizo hasta el dia 22. Se prest6 especial
atencion, en las moscas caidas, a la aparicion en los
cadaveres de micelio blancuzco o rosado palido con
aspecto de palomitas o cotufas de maiz.
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Para el andlisis de los resultados se corrigieron las
mortalidades con respecto al control, utilizando la
formula de (Abbott, 1925):

% mortalidad corregida = ((X-Y)/X) x 100
X=moscas vivas del control
Y= moscas vivas en el tratamiento

Luego se aplico la metodologia Probit
del paquete estadistico Minitab®. 2003. Statistical
Software, Release 14. Minitab. Inc.

RESULTADOS

Tiempo de exposicion al vapor de éter etilico y el
porcentaje de mortalidad en la post-anestesia de
moscas adultas.

En el Tabla I se muestran los resultados de
anestesia en 160 moscas adultas de 3 dias de edad,
distribuidas en 8 lotes con 17 hasta 40 moscas por
frasco de observacion. El periodo promedio maximo
de aplicacion fue 4 minutos y el promedio de la
duracion de la anestesia fue de 12 minutos con minimo
de 6 y maximo de 23 minutos.

Porcentaje de mortalidad post-anestésica de moscas
adultas.

En el Tabla II, se presentan los resultados
sobre mortalidad producida por eterizacion en 68
moscas adultas, registrados diariamente durante
seis dias, en cinco envases de 48 litros con 7 hasta
24 moscas. Solamente 8 moscas murieron, lo que
representa el 11,8% del total de moscas expuestas al
eter.

Patogenicidad de conidias de la cepa LF 08 de B.
bassiana, para moscas adultas F1 del estado Trujillo,
Venezuela.

En el Tabla III, transcribimos la data
sobre la mortalidad acumulada corregida hasta los
22 dias, en seis lotes de 100 moscas contaminadas
respectivamente con 0, 06, 6, 60, 600 y 6.000 conidias
de B. bassiana por mosca.

En el Tabla IV transcribimos, los tiempos
letales TL50 y TL95 calculados mediante el analisis
probit, para las diferentes dosis de conidiosporas
infectantes.
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Tabla I. Exposicion de moscas adultas y duracion de la anestesia con éter.

Frasco No. Numero de moscas Tiempo de aplicaciéon Duracién de la anestesia en minutos
1 24 08’ 23
2 13 03’ 23
3 07 02’ 20’
4 1 04 08’
5 12 04 05’
6 18 03’ 06’
7 25 03’ 06’
8 40 04 06’
Promedios 20 04’ 12

Los tiempos letales TL50 a concentraciones
de 1,2 x 10° y 1,2 x 10* esporas de B. bassiana no
difirieron sustancialmente respecto a los controles. A
dosisde1,2x 105y 1,2x 10°esporas, lasmoscas tratadas
presentaron TL50 que fueron aproximadamente dos
tercios del TL50 de los controles, bajando aun mas
(4,6 dias) auna dosis de 1,2 x 107. Los TL95 mostraron
un patrén similar; hubo poca diferencia entre los
controles y TL95 a una concentracion de 1,2 x 10°
esporas, pero las moscas sometidas a una dosis de 1,2
x 10* esporas murieron a un promedio de 4,13 dias
antes de las moscas controles; y las moscas tratadas
con 1,2 x 105y 1,2 x 10° esporas murieron en la mitad
del tiempo necesario para producir mortalidad en los
controles. Para la dosis de 1,2 x107 esporas, el TL95,
al igual que TL50, fue tres veces mas corto que en
los controles. Las eficiencias de B. bassiana (TL95/
TL50) no cambiaron con la dosis aplicada.

En el Fig. 4 se muestran los valores de
las rectas de las regresiones lineales (y=at+bx),
donde claramente se establece una respuesta dosis
dependiente a la accion entomopatogena del hongo
y es de hacer notar que el TL50 y TL95 establecido

para cada concentracion en la recta de regresion se
asemejan a los calculados por el método PROBIT.

DISCUSION

Existe abundante informacion sobre el
papel de la mosca doméstica como transportadora
de agentes patogenos que incluyen virus, bacterias,
protozoos y huevos de helmintos de importancia
sanitaria (Greenberg, 1973). Mas recientemente se
ha demostrado que ese transporte no es simplemente
mecanico, por contaminacion, sino también interno,
por excrecion como acontece con Escherichia coli
0157:117 (Kobayashi et al., 1999; Sasaki ef al., 2000).
A la par de estos conocimientos, se ha confirmado el
creciente desarrollo de resistencia de Musca domestica
contra casi todos los insecticidas de uso comun
(Nazni et al., 1998). Simultaneamente por otro lado,
el aumento de la produccion avicola, con excesiva
produccién de estiéreol, ha conducido al incremento
poblacional de moscas domésticas (Axtell & Arends,
1990) y al riesgo de su mayor distribucion a distancia,
por el consumo de la misma gallinaza como abono en
localidades horticolas (Peter & Zarchada, 1997).

Tabla ll. Mortalidad de moscas adultas inducida por un tiempo medio de anestesia con éter.

No. de moscas en Mortalidad diaria Mortalidad ~ Sobrevivientes
Frascos

frascos 0 1 2 3 4 5 6 total total

1 12 0 0 1 1 0 0 0 2 10

2 12 0 0 2 0 1 0 0 3 09

3 13 0 1 0 0 0 0 0 1 12

4 24 0 0 1 1 0 0 0 2 22

5 07 0 0 0 0 0 0 0 0 07
Total 68 0 1 4 2 1 0 0 8 60
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Tabla lll. Mortalidad acumulada corregida de M. domestica producida por diferentes concentraciones de
conidias de Beauveria bassiana por mL.

Conc. 107 106 105 104 103 100
Dias
1 0 - - 1 2
2 2 - - 3 3
3 7* 1 - - 2 4
4 22* 1 - - 3 4
5 61* 1 - - 5 4
6 96* 5* 2% 7 4
7 100 47* 20* 7 5
8 80 55* 1 3 9
9 93* 80~ 17 3 12
10 100 91* 17* 5* 19
11 100 38 9* 23
12 52* 12* 33*
13 68* 32+ 34~
14 78* 37* 46*
15 85* 46* 59*
16 89* 71* 72*
17 95* 79* 81*
18 93* 93* 85*
19 100 100 90*
20 99*
21 99
22 100

* datos utilizados para el célculo de Probit.
-- datos en donde la mortalidad del testigo es mayor que la del tratamiento.

Tabla IV. Tiempos letales TL50 y TL95 , en dias, para M. domestica, producidas por distintas
concentraciones de conidias de Beauveria bassiana.

Dosis Mortalidad Error Limites de confianza  \ortalidad Error Limites de Confianza
Conidias/mL 50% Standard Inferior Superior 95% Standard Inferior Superior
Control 13.8762 0.169510 13.5493 14.2166  20.8446 0.392778  20.1321  21.6831
1.2X10° 14.7123 0.131846 14.4568 14.9772 19.0725 0.306046  18.5288  19.7432
1.2 X 10 12.0381 0.158545 11.7060 12.3346 16.7060 0.304562  16.1731 17.3880
1.2X10° 7.97530 0.101149 7.76185  8.16610 10.1893 0.205589  9.84226  10.6741
1.2 X108 7.26291 0.0767094 7.10770  7.41241 8.87908 0.145189  8.62795  9.21007
1.2 X107 4.60348 0.0763850  4.45356  4.75687  6.22772 0.157103 595674  6.58670
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Fig. 4. Valores de las rectas de las regresiones lineales (y=a+bx) calculadas para la mortalidad de Musca
domestica sometidas a la accion entomopatogena de Beauveria bassiana.

Aunque el control biolégico, en el caso de
moscas, es a menudo descrito y rara vez practicado,
pensamos que tiene significado cuando como en el
caso de las polleras, no pueden aplicarse masivamente
pesticidas o utilizarse recursos como el ozono (Masten
et al., 2002) que demanda tecnologia muy cara.
Por ello se considero relevante ensayar un agente
entomopatogeno como el Deuteromycete Beauveria
bassiana, de produccion extremadamente facil y
econdmica. Desde luego, B. bassiana ha sido evaluada
contra larvas de M. domestica en concentraciones de
107 esporas, durante catorce dias, reduciendo en un
84% la emergencia de imagos, contra un 54% en lotes
no tratados, como control, lo cual induciria a pensar
en lo inttil de su uso en larvas dada la mortalidad del
control (Berson et al., 1994) .

Sin embargo los porcentajes de mortalidad
para moscas adultas, registrados por los mismos
investigadores britanicos, con una cepa de B.
bassiana y otra de Metarhizium anisopliae, son
estimulantes; con ambos a 10° conidias, indujeron un
100% de mortalidad a los seis dias. La cepa utilizada
en el estudio actual, LF08, parece ser menos patogena
que la utilizada por Barson et al. (1994) ya que a 10°
conidias/mL., toma diez dias para inducir mortalidad
de 100% en moscas adultas. Estos resultados sugieren
la necesidad de hacer por lo menos, tres exposiciones
con dosis mayores de 10° para alcanzar la maxima
letalidad en menor tiempo.
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Se concluye que, esporas de una cepa B.
bassiana, (Moniliaceae), aislada en Venezuela, a
dosis de 6000 esporas por mosca, produce 95% de
mortalidad en M. domestica, en 6,23 dias. Se especula
su uso en nebulizaciones con similar concentracion de
esporas para el control de M. domestica en unidades
locales de produccion avicola.

Pathogenic action of a Venezuelan strain
of Beauveria bassiana on Musca domestica
(Diptera: Muscidae)

SUMMARY

The sustainable increasing of poultry in
localities of the Andean Venezuelan region and the
use of dung in market-gardens which generate Musca
domestica populations pose contradictory economic-
sanitary situations. Because of the cosmopolitan
resistance of house flies to synthetic insecticides,
we propose the use of entomopathogenic fungi
locally present in nature as a biological control
method. In this assay spores of Beauveria bassiana
(Moniliaceae) isolated in Venezuela produced 95%
mortality in 6.23 days in populations of Musca
domestica, at a dose of 6,000 spores per fly. We
propose the use of similar concentrations of spores
in aerosols to control M. domestica in local units of
agricultural production.
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Key words: Beauveria bassiana, Musca domestica,
control, laboratory assay.
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Anexo 1. Gaceta Municipal de Timotes, Estado Mérida, Venezuela, Afio XI, N°2.
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ACUERDO N°006-2001

EL CONCEJO ,
DEL MUNICIPIO MIRANDA DEL ESTADO MERIDA

En uso de sus atribuciones legales que le confiere el Articulo 178 de la
Constitucion Bolivariana de Venezuela; Art. 5 y el Ordinal 3ro del articulo 76 de
la Ley Orgéanica de Régimen Municipal, y obrando de conformidad con lo acordado
aprobado en Sesion Ordinaria No.08, de fecha: 16 de Marzo del 2001.

CONSIDERANDO

Que es deber de las autoridades Municipales, garantizar la salud de todos sus
habitantes y del medio ambiente.

CONSIDERANDO

Que debido a los muiltiples problemas que se han presentado en toda la
Jurisdiccion del Municipio Miranda, con el transporte, uso y Almacenamiento del
Abono el Gallinazo, constituyen amenaza para la salud Plblica y el Ambiente.

CONSIDERANDO

Que es deber de las autoridades Municipales, velar por la profilaxis de las
enfermedades infecto-contagiosas, gastroenteritis y otras de indole diarreicas,
que se originan por la proliferacion de insectos transmisores de muiltiples
enfermedades. (Moscas)

CONSIDERANDO
Que la presencia Masiva de tales insectos se relaciona como elemento causal, de
enfermedades infecto contagiosas, segun se evidencia de cifras oficiales y que su
reproduccion tiene que ver en gran medida con el uso, manejo y transporte del

abono de estiércol de gallina y de otros animales de corral en actividades
agricolas.

Anexo 1. Gaceta Municipal de Timotes, Estado Mérida, Venezuela, Aiio Xl, N°2. (continuacion)
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CONSIDERANDO

Que esta actividad es enérgicamente rechazada por nuestros habitantes, tanto por
la salud de los trabajadores agricolas como por aquellos que consumen los
alimentos.

ACUERDA

ARTICULO PRIMERO: Prohibir el transporte, uso y almacenamiento del Abono el
Gallinazo, en toda la jurisdiccion del Municipio Miranda, del Estado Mérida por ser
elemento perturbador de la salud publica y el medio ambiente.

ARTICULO SEGUNDO: Para el ingreso de materia Organica distinta al Gallinazo,
los transportistas deberan portar la correspondiente guia de movilizacién.

ARTICULO TERCERO: Los contraventores de tales disposiciones seran penados
de conformidad con las siguientes sanciones:

a) Incineracion de Abono el Gallinazo en el lugar donde se encuentre
almacenado o depositado para ser utilizado.

b) Si el Abono el Gallinazo ya ha sido utilizado en contravencion con el
presente Acuerdo, el propietario debe tratar el suelo con cal agricola a su
cuenta y riesgo y sera multado con la Cantidad de Setenta Unidades
Tributarias (70 UT)

c) Quien transporte Abono el Gallinazo, sera sancionado con multa de setenta
Unidades Tributarias (70 UT) y decomiso del producto para su
correspondiente incineracion.

d) Queda terminantemente prohibido el transito de vehiculos que transportan
este producto en la jurisdiccion del Municipio Miranda, quienes
contravengan esta prohibicion seran sancionados con la cantidad de
Setenta Unidades Tributarias (70 UT.)

ARTICULO CUARTO: Las sanciones pecuniarias previstas en el presente
Acuerdo, deberan ser canceladas en la Direccion de Hacienda Municipal dentro
de las veinticuatro (24) horas siguientes a la imposicion de las Mismas.

Anexo 1. Gaceta Municipal de Timotes, Estado Mérida, Venezuela, Ao Xl, N°2. (continuacién)
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ARTICULO QUINTO: Los Organismos: Guardia Nacional, Policia, Prefecturas
Civiles, Presidentes de Juntas Parroquiales y Sindicatura Municipal seran los
encargados de hacer cumplir el presente Acuerdo.

ARTICULO SEXTO: EL presente Acuerdo deroga todas las disposiciones
Municipales, que colidan con la misma y entrara en vigencia a partir de su
publicacion en la Gaceta Municipal.

Dado, Firmado y Sellado en el Salén de sesiones del Concejo Municipal

en Timotes a los Veintitrés Dias del Mes de Marzo de Dos Mil Uno.- Afio 190° de
la Independencia y 142° de la Federacion.-

T.S.U. José Evencio Olmos T.S.U. Eriberta Gomez
Presidente (E) del Concejo Secretaria

Alcaldia del Municipio Miranda, en Timotes a los Veintiséis Dias del Mes de
Marzo de Dos Mil Uno.- Afio 190° de la Independencia y 142° de la Federacion.-

Comuniquese y Publiquese

Ing. Ibrain Ramirez
Alcalde

Anexo 1. Gaceta Municipal de Timotes, Estado Mérida, Venezuela, Ao Xl, N°2. (continuacion)
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Control temporal de moscas caseras (Musca domestica) en galpones avicolas
mediante nebulizaciones con conidias de Beauveria bassiana

Luis J. Cova O.! & José V. Scorza-Dagert'

Esporas de Beauveria bassiana (Monilia: Moniliaceae) nebulizadas en el interior de galpones
de cria de pollos con 7 pollos/m?, a dosis de 9x107 conidias/mL en 15 L de agua para cada 1200
m?, reducen la densidad de moscas adultas (Musca domestica) en un 100% durante el ciclo de cria
de los pollos. La reduccion poblacional se indujo tras nebulizar una vez por semana, durante tres
semanas. Se discuten los beneficios de este método de control y su incidencia sobre la salud publica
de la poblacién humana residente en la localidad.

Palabras claves: granjas avicolas, control de moscas, Beauveria bassiana.

INTRODUCCION

La mosca casera (Musca domestica
L.) es una plaga comun y abundante en granjas
avicolas (Axtell & Arends, 1990) y su densidad es
proporcional a la acumulacion de estiércol himedo
de ave. En granjas de Brasil, M. domestica integra
mas del 80% de la poblacion muscoide (Avancini &
Silveira, 2000) y en los Andes de Venezuela, Cedefio
& Afiez (2001) han advertido que es inconveniente
el uso excesivo de estiércol de pollo o gallinaza
como abono en horticultura, por la proliferacion de
moscas que produce, a la vez que han recomendado la
aplicacion de sanciones para los usuarios de gallinaza
que no cumplan con exigencias sanitarias tales como
su almacenamiento en seco o su mezcla con cal. En
la localidad horticola de Timotes del Estado Mérida,
Venezuela, el Concejo Municipal ha prohibido el
transporte, almacenamiento y uso de la gallinaza por
los multiples problemas de salud publica que derivan
de su utilizaciéon (Anexo 1. Gaceta Municipal de
Timotes, Estado Mérida, Venezuela, Ano XI, N°2: ver
Scorza & Cova, 2006).

Universidad de los Andes: ! Instituto de Investigaciones “José
Witremundo Torrealba”, NURR- Trujillo, Venezuela.

*Autor de correspondencia: covaor@yahoo.com
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La excesiva produccion de moscas se complica
ademas, por su resistencia contra la mayoria de los
insecticidas de uso general (Georghiou & Mellon,
1983), resistencia que impone el uso de otros medios
de control compatibles con la actividad avicultora.
Consideramos que un medio efectivo de control
podria ser la aplicacién de hongos entomopatogenos
como Beauveria bassiana o Metarhizium anisopliae,
evaluados por Barson ef al.(1994) en condiciones de
laboratorio.

En este trabajo informamos sobre los
resultados de campo con una cepa de B. bassiana
(LF08), aislada por el personal del Laboratorio de
Fitopatologia del Nucleo Universitario “Rafael
Rangel”, de la Universidad de los Andes en Trujillo,
Venezuela, en ensayos de control de moscas caseras
en dos granjas avicolas cercanas a la poblacion de
Isnott, del estado Trujillo, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS
Localidades de trabajo.
Unidades avicolas de Sara Linda y Agua

Clara, muy proximas a la poblacion de Isnotu, en el
municipio Rafael Rangel del Estado Trujillo, entre
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600 y 800 m.s.n.m., con temperatura media de 25
°C situadas a dos kilometros distantes entre si, y
conformadas respectivamente por dos y tres galpones
de 10m de ancho con 120 m de largo y 3,5 m de alto.
Los galpones estan separados entre si por 20 hasta
40 m, tienen pisos de tierra pisada recubierta con
cascaras de arroz y techos de zinc, paredes de alambre
de gallinero y zocalo de cemento armado de S0cm de
alto. En ambos complejos se crian 7 pollos por metro
cuadrado, hasta los 45 dias (Fig. 1).

Segun nuestro disefio de trabajo, en los tres
galpones de Agua Clara, se aplicaron repetidas dosis
de B. bassiana mediante aspersion de suspensiones
de esporas como controladoras de las poblaciones de
moscas, en tanto que los galpones de Sara Linda, se
asperjaria solamente agua como vehiculo control.

I L

Fig. 1. Galpones de cria de pollos.
Estimaciones de las poblaciones de moscas.

El recuento de moscas se hizo con tres
rejillas de madera segiin Scudder (1947) utilizado
por Goméz-Nuilez (1960) para contar moscas
intradomiciliares en una localidad urbana del norte
de Venezuela. En cada ocasion se colocaron las tres
rejillas, inclinadas verticalmente dentro de uno de los
extremos de cada galpon, separadas una de otras, por
al menos de 3 mits, haciendo el recuento de moscas
durante un minuto segn la metodologia de Scudder
(ref. cit.). entre las 9:00 y 11:00 de la mafiana,
evitando movimientos bruscos para no alterar el
comportamiento de los insectos. Las mediciones se
hicieron cada vez por triplicado; esto es, contando las
moscas en las tres rejillas. La densidad de moscas se
midié como promedio de las lecturas u observaciones
de tres rejillas (Fig. 2). El efecto de tratamiento fue
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Fig. 2. Rejilla de Scudder.

cuantificado calculando el porcentaje de reduccion de
moscas segun la formula propuesta por Mulla ef al.
(1971).

% de reduccion = 100-[C1/C2 x T2/T1]x100

C1 y C2 = Numero de moscas en los controles antes
(C1) y después (C2) del tratamiento.

T1 y T2 =Numero de moscas en los galpones tratados
antes (T1) y después (T2) del tratamiento.

En ambas localidades se hizo un primer
recuento de moscas una semana después de
introducidas las camadas de pollitos de quince dias de
edad; luego otros cuatro recuentos, uno cada semana,
y un sexto y ultimo recuento, tres semanas después,
para un estudio de las poblaciones de las moscas a lo
largo de ocho semanas.

Preparacion de las suspensiones de conidias de B.
bassiana.

La cepa de B. bassiana LF08 fue sembrada
mediante introduccion de un taco de agar-papa-
dextrosa conteniendo el cultivo del hongo, dentro de
arroz humedecido al 30%, esterilizado en autoclave
e incubado a temperatura ambiente durante tres
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semanas. El arroz esporulado fue suspendido en agua
filtrada a temperatura ambiente a razon de 13 gr./l,
con 0,1 mL. de Tween 80 y 3 gr. de leche en polvo,
agitandolo suavemente para preparar una suspension
de conidias. Las conidias se contaron inmediatamente
en el sobrenadante decantado, con una camara de
Neubauer, con un aumento de 400x obteniéndose
9x107 conidias/mL.

Aplicacion de B. bassiana.

A razén de 195 gr de arroz en 15 litros de
agua por cada 1200 m?, la suspension conteniendo
9 x 107 conidias/mL, se asperjo en los galpones
experimentales, rociando toda el area cubierta de
cascaras de arroz, comederos, bebederos, cables
incluso los pollos y la parte interna de los zocalos.

En los tres galpones de Agua Clara, se
aplico el hongo mediante nebulizacion interna
mecanica, de suspension de conidias, con una bomba
portatil de espalda, con palanca manual y 20 litros de
capacidad.

De igual modo, pero nebulizando solamente
agua con Tween 80 a 0.1 mL/L y 3 gr./L de leche en
polvo, se rociaron los dos galpones de Sara Linda,
siguiendo la misma secuencia de tratamiento de los
galpones de Agua Clara.

Se hicieron tres aspersiones en cada
localidad, una por semana, inmediatamente después
del recuento de las moscas. Un cuarto recuento se
realizo tres semanas después de la tltima aspersion,
después de la cosecha y limpieza de galpones ¢ inicio
del siguiente ciclo de cria.

RESULTADOS
Unas seis mil conidias de B. bassiana

cepa LF08, contenidas en 0,5 mL de agua aplicadas
directamente a moscas domésticas en el laboratorio

L. J. Cova O. & J. V. Scorza-Dagert

produjeron un 95% de mortalidad en 6,23 dias. Las
nebulizaciones semanales por tres veces consecutivas
redujeron la densidad de moscas adultas en un 100%
en un periodo de tres semanas con presion entomicida
adicional del 94,96% durante las tres semanas
siguientes (Tabla I). En comparacion, la nebulizacion
con agua en los dos galpones de Sara Linda, con un
area y poblacion similar de pollos, se registré una
poblacion promedio permanente por rejilla de un
minimo de cuatro (4) y maximo de doce (12) moscas,
durante todo el periodo de cria de ocho semanas. Es
necesario indicar que los galpones no tratados con el
entomopatogeno, fueron controlados por el productor
asperjando periddicamente gasoil alrededor de los
mismos, debido a la alta densidad poblacional de
moscas.

En los galpones experimentales tratados con
conidias de B. bassiana, a partir de la primera semana
de aplicacion, fue constante el hallazgo de moscas casi
inmoéviles o incapaces de volar sobre las paredes de
los zdcalos de los galpones o de moscas cubiertas de
micelio blanco en el perimetro adyacente (Fig. 3). La
actividad entomocida o reguladora de la poblacion de
moscas, en los galpones tratados, se prolong6 durante
dos meses subsiguientes cuando se restablecid la
actividad procreadora de estos insectos.

YRS > \i\v $
Fig. 3. Moscas en el suelo contaminadas con
Beauveria bassiana.

Tabla I. Medias y porcentaje de reduccion de moscas en galpones de cria de pollos, usados como
controles y nebulizados con conidias de Beauveria bassiana.

Fechas 16-6 23-6 30-6 A’ 7-7 A? 14-7 A3 21-7 28-7 4-8 11-8
X *1 4.89 7.67 3.00 0.44 0.00 *2 *3 0.89
Tratamiento
% Red. 88.69 73.60 100.00 94.96
Control X 9.33 12.17 3.50 6.17 11.67 5.17

*1: Inicio de cria; *2: Cosecha y limpieza de galpones; *3: Nuevo ciclo de cria; A': Primera nebulizacion; A% Segunda nebulizacion; A®: Tercera nebulizacion;

% Red.: Porcentaje de reduccion.
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DISCUSION

Enuntrabajo reciente (Scorza & Cova, 2006)
se confirmo la accion patogena de un cepa venezolana
del Deuteromycete B. bassiana contra adultos de
M. domestica, capturados en una granja avicola
de las cercanias de Isnotd, en el Estado Trujillo de
Venezuela. En aquella comunicacion se reportd que
con una dosis de contaminacion individual de 6000
conidias de B. bassiana por imago tratado, el 95%
de los adultos perecen en 6,23 dias. En este trabajo
informamos sobre la accion entomocida de una dosis
semejante de conidias, nebulizadas en el interior de
galpones de una granja avicola de la misma localidad,
sitio de cria de excesivas poblaciones de moscas.

Ha motivado esta iniciativa la proximidad de
hogares, escuelas y dispensarios de salud a la unidad
de cria de pollos, cuyas heces fecales constituyen un
excelente medio de cultivo para moscas domésticas
(Avancini & Silveira, 2000) y pueden actuar
como transportadores y excretoras de bacterias
enterohemorragicas (Sasaki et al., 2000), por lo cual
constituyen un motivo de alarma en salud publica
para los pobladores aledafios, dando lugar a alarma
permanente en la prensa local.

La técnica para el recuento de moscas que se
utilizo, es lade larejilla de Scudder (1947) que durante
este medio siglo, ha sido utilizada repetidamente y
satisfactoriamente, porque no demanda equipos o
instrumentos especiales y puede ser usada aun sin la
colocacion de las rejillas de madera (Welch & Schoof,
1953). Goémez-Nuiiez (1960) empled la técnica e
indices de Scudder (ref. cit.) para medir la densidad
de moscas y evaluar la campafia de control de las
mismas en la ciudad de Maracay, en el centro-norte
de Venezuela.

La otra preocupacion y motivo fundamental
de este trabajo, ha sido comprometer a los
propietarios de las fincas avicolas para ensayar una
nueva metodologia inocua para el control de moscas
dentro de sus instalaciones, con miles de pollos que
son fuente fundamental de sus ingresos economicos.
Efectivamente, las repetidas nebulizaciones con
conidias de B. bassiana sobre mas de ocho mil pollos
, han logrado reducir en tres semanas, el 100% las
poblaciones de moscas internas en los galpones,
con el consiguiente alivio para el medio familiar del
avicultor y su entorno.
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Musca domestica exhibe comportamiento
gregario en granjas avicolas de Taiwan (Wu-chun
Tu et al., 1991). El tipo de disefio de la pollera se
ha relacionado con su abundancia, siendo mayor en
aquellas con techos en angulos y con limpieza poco
frecuente, donde las moscas tienden acumularse en
los extremos anterior y posterior de las instalaciones
(Horton, 1987) caracteristica que ayuda la transmision
del hongo entre ellas.

La virulencia de B. bassiana para M.
domestica ha sido bien documentada por Steinkrauss
et al. (1990) y Barson et al. (1994). Este ultimo
trabajo revela actividad patégena para estadios
larvales, pupales y adultos a concentraciones de 10*
y 10° conidias/mL con letalidad en moscas adultas
de 95% a los nueve dias de exposicion. Aunque no
habiamos considerado la posibilidad de una accion
epizootica, el registro de una prolongada reduccion
de la densidad de moscas hasta tres semanas después
de la ultima nebulizacion de B. bassiana en los tres
galpones experimentales, sugiere que su accion
letal, una vez desaparecida la poblacion de hembras
adultas, se prolonga mucho mas alla de la duracion
del ciclo huevo - adulto de la especie, lo cual implica
su permanencia en el ambiente. Los testimonios de
los residentes de las granjas sugieren que la accion
reguladora sobre las moscas se mantuvo hasta por
tres meses mas, posterior a la Ultima evaluacion,
a despecho y desarrollo de una nueva cohorte de
pollos. No conocemos el impacto de la aplicacion
del entomocida sobre la presencia de moscas en las
residencias distantes a los sitios de crias y, sobre todo,
sobre eventuales modificaciones de la frecuencia de
episodios diarreicos en la poblacion infantil, objetivo
estratégico de nuestro trabajo. Quedando sembrada la
confianza sobre el uso de este controlador bioldgico
en las unidades de produccién; ahora deberiamos
sembrar la confianza de sus consecuencias, en el
personal docente, médicos y paramédicos de la
localidad, lo cual exige un poco mas que arroz,
esterilizador y una maquina asperjadora para apreciar
resultados finales y cuantificar el beneficio social de
este proyecto.

En conclusion, a lo largo de cuatro semanas,
la densidad de poblaciones de moscas tratadas con
107 conidias/mL de B. bassiana fue reducida en un
100%. En los dos galpones controles con similar area
y niimero de pollos, nebulizados con agua solamente
y a pesar del control externo con gasoil, la abundancia
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promedio de moscas permanecid entre cuatro (4)
y doce (12) por rejilla durante ocho semanas de
observaciones.

Tres nebulizaciones de B. bassiana, una
por semana a la concentracion de conidias/mL
mencionadas arriba, controlan las poblaciones de
moscas adultas por mas de seis semanas a partir del
inicio del tratamiento.

Temporal control of house flies (Musca
domestica) in poultry sheds fogged with spores
of Beauveria bassiana.

SUMMARY

Spores from Beauveria bassiana (Monilia:
Moniliaceae) applied to poultry sheds containing 7
chickens per m?, at doses of 9 X 107 spores/mL in
15L of water per 1200 m? reduced the density of adult
Musca domestica flies by 100% during the poultry
reproduction cycle. Reduction of the population was
attained after fogging of the spores once per week, for
3 weeks. The benefits of this approach are discussed in
terms of their impact on public health in the locality.
Key words: poultry sheds,
Beauveria bassiana.

housefly control,
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Presencia de Trypanosoma cruzi en tejidos de ratas Wistar infectadas
experimentalmente y sus fetos

Maritza Alarcén'’, Ana Lugo de Yarbuh', Elio A. Moreno', Gilberto Payares?,
Sonia Araujo' & Melisa Colmenares'

INTRODUCCION

Este estudio fue realizado con un grupo de ratas juveniles hembras (Rattus norvegicus)
cepa Wistar con 20 dias de nacidas y 250 grs. de peso. Cada rata fue inoculada inyectandole por
via intraperitoneal 0.1 mL de la suspension sanguinea con 1x10° tripomastigotes sanguicolas de
Trypanosoma cruzi (cepa |/PAS/VE/OO/PLANALTO). Los parasitos fueron aislados de Panstrongylus
geniculatus, naturalmente infectado y capturado en un area urbana del valle de Caracas, Venezuela
y mantenidos en ratones NMRI. A los 10 dias post-infeccién a estas ratas (Gl) les fue determinado el
ciclo estral y luego fueron apareadas con los machos en una relacién 2 hembras/1 macho en cada
jaula. Grupos de ratas virgenes inoculadas con T. cruzi (Gll), ratas sanas (Glll) y ratas prefiadas
(GIV) fueron usadas como controles. La infeccién por T. cruzi en las ratas de Gl revel6 los mas altos
niveles de parasitemias patentes con 12,2 + 1.1 T. cruzi/mm?® de sangre a los 18, 24 y 34 dias post-
infeccion con 6, 12 y 20 dias de gestacion respectivamente, al compararla con el GlI. Los titulos de
anticuerpos especificos anti-T. cruzi fueron mayores en el grupo de ratas gestantes e infectadas
con T. cruzi, en comparacion con las virgenes infectadas, representados por 1:512 y 1:2048 a los
19 y 20 dias post-infeccion respectivamente. El 33 % de las muestras de liquido amniético de las
ratas del Gl, desarrollaron formas flageladas de T. cruzi en el medio de cultivo NNN. El estudio
histopatologico de los cortes de 6y de espesor coloreados con hematoxilina y eosina del corazon
fetal (CF) obtenidos de 2 fetos de ratas del Gl con 34 dias de infeccién, reveld nidos de amastigotes
en el tejido cardiaco. En las placentas de las ratas del Gl se observé una placentitis caracterizada
por intenso infiltrado inflamatorio de células mononucleares y polimorfonucleares con predominio
de neutrdfilos. Los ensayos inmunocitoquimicos con el doble marcaje Isotiocianato de fluoresceina-
ioduro de propidio y peroxidasa-anti-peroxidasa en los cortes de placenta, corazén fetal y cordon
umbilical de las ratas del Gl, mostraron parasitos y abundante antigeno de T. cruzi. Estos resultados
demostraron la infeccion intrauterina fetal por T. cruzi confirmando la transmisién transplacentaria
del parasito desde la madre infectada a su progenie. Posiblemente el mecanismo de transmision
congénita esté relacionado con la liberacion de los tripomastigotes a través del trofoblasto, a la
aspiracion del liquido amnidtico por los fetos o a la penetracion activa de los parasitos a través de la
piel y/o mucosas durante el periodo fetal.

Palabras claves: Tiypanosoma cruzi, rata Wistar, tejidos fetales, transmision transplacental.

a otros mamiferos cuando las heces y orina de insectos
hematéfagos (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae)

La enfermedad de Chagas es causada por el
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (Chagas,
1909), tanto en Centro como en Sur América, donde
es uno de los grandes problemas de salud publica. El
parésito es cominmente transmitido a los humanos y

! Laboratorio de Parasitologia Experimental, Depto. de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de los Andes. Mérida, 5101,
Venezuela.

2 Instituto de Biologia Experimental (IBE) Facultad de Ciencias,
Universidad Central de Venezuela (UCV), Caracas - Venezuela.

*Autor de correspondencia: amaritza@ula.ve
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contentivas de formas flageladas de 7. cruzi, son
pasivamente depositadas sobre la piel durante la
ingesta sanguinea (Schuster & Schaub, 2000). En
humanos 7. cruzi penetra a través de membranas
mucosas intactas y muy probablemente por la piel
sana (Lugo, 1973), o por otros mecanismos alternos
como, transfusiones sanguineas, como la reportada
en Bancos de Sangre en Venezuela (Aché, 1993a)
y en México (Guzman et al., 1998), transplantes
de organos (Schijman et al., 2000), contaminacion
oral (Nilo et al., 2000; Camandaroba et al., 2002),
por la leche materna (Bittencourt, 2000; Azogue &
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Darras, 1995) o a través de la via transplacentaria.
Esta modalidad de transmision prevalece en mujeres
prefiadas en Sur América en un rango desde 2 a 51%
en areas urbanas, favorecida por la migracion interna
de personas infectadas desde zonas endémicas y
desde 23 a 81% en las mujeres residentes en areas
endémicas (Bittencourt, 1992). Si bien la transmision
congénita de 7. cruzi de la madre al feto fue observada
por Chagas (1911) en Brasil, cuando encontrd
la infeccidon en un nifio de 17 dias de nacido y no
pudiendo explicar la puerta de entrada del parasito
sugiridé que era una infeccion transplacentaria, la
enfermedad de Chagas congénita en humanos fue
reportada por primera vez en Venezuela por Dao
(1949), cuando T cruzi fue observado en la sangre
periférica de un recién nacido de madre chagasica.
Algunas investigaciones han reportado que existe
una estrecha relacion entre el tiempo de infeccion por
T. cruzi de la madre gestante y la transmision de los
parasitos a los fetos, por lo que han sugerido que la
infeccion fetal ocurre en los primeros tres meses del
embarazo, siendo necesario tomar en consideracion
los efectos secundarios producidos con la aplicacion
de las drogas utilizadas en el tratamiento de la
enfermedad de Chagas durante la prefiez (Moretti
et al., 2005). En este sentido, se ha destacado que
la infeccion experimental cronica del raton por T.
cruzi no altera la fecundidad, comprobandose que en
estos animales la aminofilina es capaz de favorecer
la infeccion del feto por 7. cruzi, probablemente
porque el pasaje del parasito es favorecido por una
vacuolizacion del sincicio placentario producida
por la droga (Werner & Kunert, 1958). En las crias
infectadas por 7. cruzi el espectro patoldgico ha
resultado ser muy parecido al que predomina en el
humano, sin embargo, no es posible interpolar estos
hallazgos realizados en roedores, ya que ambos tipos
de placentas son totalmente diferentes (Davila et al.,
1994).

La infeccion  transplacental — puede
ocurrir en cualquiera de las fases de la infeccion
maternal y con mayor probabilidad durante la
fase aguda, debido a la frecuente circulacion de
los tripomastigotes en la sangre de las madres
gestantes. Estos parasitos penetran las vellosidades
placentarias transformandose en amastigotes y en
un momento dado se multiplican transformarse en
tripomastigotes, los cuales son liberados atravesando
la barrera placentaria alcanzando la circulacion fetal
y/o el liquido amnidtico. el cual puede ser aspirado
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en pequeflas porciones junto con los parasitos por los
fetos, en los cuales la interiorizacion de los parasitos
producirian la infeccion los tejidos muscular cardiaco
y/o muscular esquelético fetal entre otros (Delgado
& Santos-Buch, 1978; Alarcon et al., 2003). Otros
estudios han reforzado el conocimiento sobre la
interaccion materno-fetal, entre ellos la infertilidad, el
retardo en el crecimiento y la pérdida fetal temprana
asociados o no con lainfeccion congénita, como ocurre
con la infeccion placental sin transmision congénita
en ratones, a pesar de los altos niveles de parasitemia
circulantes en la madre gestante (Abderkarim et al.,
2002). En este sentido, en los casos con enfermedad
de Chagas congénita los efectos del embarazo sobre la
parasitemia en los fetos no han sido atn esclarecidos
y hasta el momento se desconocen las causas por
las cuales una madre chagasica origina o no un hijo
infectado, aun cuando ocurra la reactivacion de la
infeccion (Szarfman et al., 1975; Moreno et al., 2005),
ya que en esos casos la incidencia de la infeccion fetal
tenderia a ser muy grande (Stichm et al., 1966). Varios
factores han sido asociados con la infeccion fetal, por
lo que algunas investigaciones la han relacionado con
las caracteristicas genéticas, los insectos transmisores,
la virulencia de las cepas de parasitos, asi como
también con el area poblacional estudiada, siendo mas
frecuente la transmision transplacental de 7. cruzi en
las regiones geograficas de alta endemicidad, donde
una gran proporcion de madres y sus recién nacidos
han mostrado ser seropositivos a anticuerpos anti-
T. cruzi. Estos factores ain no han sido claramente
definidos y la infeccion pareciera estar mas
influenciada por el origen geografico de las cepas de
T. cruzi, las cuales juegan un papel muy importante
en la frecuencia de la transmision congénita (Andrade
et al., 1994). Otras observaciones han reportado
diferente comportamiento en el tropismo placentario
durante la transmision vertical de 7. cruzi a un
reducido numero de crias de ratas Wistar infectadas
experimentalmente con cepas de 7. cruzi procedentes
de regiones endémicas para la enfermedad de Chagas
en Venezuela (Moreno et al., 2003a). Basados en
las consideraciones anteriormente planteadas, nos
propusimos seguir un protocolo de trabajo, que nos
permitiera hacer un diagndstico parasitologico en
los tejidos fetales en el modelo experimental rata
Wistar gestante. En estos animales el curso de la
infeccion chagasica aguda fue seguido mediante la
determinacion de anticuerpos anti-IgG en las ratas
gestantes asi como con estudios parasitologicos
¢ histopatologicos. El estudio parasitologico fue
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realizado a nivel de la placenta, cordon umbilical,
liquido amnidtico y tejido muscular cardiaco de los
fetos con 20 dias de desarrollo en ratas Wistar con 20
dias de gestacion y 34 dias de infeccion por 7. cruzi.

MATERIALES Y METODOS
Cepa de Trypanosoma cruzi

Se utilizaron tripomastigotes sanguicolas de
la cepa I/PAS/VE/00/PLANALTO de T. cruzi, aislada
de Panstrongylus geniculatus naturalmente infectado,
capturado por el Dr. G. Payares en el interior de
una vivienda de un area urbanizada en las Colinas
de Bello Monte, Caracas-Venezuela. Esta cepa de
parasitos fue caracterizada por nosotros a través de
la Reaccion en Cadena de Polimerasa y mantenida en
nuestro Laboratorio de Parasitologia Experimental
(LAPEX), del Departamento de Biologia de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de los Andes,
por pasajes seriados en triatominos, cultivos in vitro
y ratones NMRI.

Infeccion experimental y apareamiento

Un indculo de tripomastigotes sanguicolas
fue obtenido a partir de ratones machos NMRI que
cursaban altas parasitemias patentes. Estos animales
fueron sangrados por cardiopuntura y la sangre fue
mezclada con solucion salina estéril al 0,85%. Los
tripanosomas fueron contados siguiendo el método
modificado por Brener (1962) a fin de obtener un
inoculo aproximado de 1x10° tripanosomas/0,1
mL de la suspension sanguinea. Para el estudio se
utilizaron 24 ratas albinas juveniles hembras (Rattus
norvegicus) cepa Wistar de 45 dias de nacidas y
un promedio de 250 grs de peso. Las ratas fueron
separadas en 4 grupos de 6 ratas cada uno: GI
formado por ratas infectadas con 7. cruzi y prenadas a
los 10 dias post-infeccion (pi), GII formado por ratas
virgenes infectadas con 7. cruzi (control infectado),
GIII formado por ratas virgenes (control sano) y GIV
formado por ratas sanas prefadas (control gestante).
Las ratas de GI y GII fueron inoculadas por via
intraperitoneal (ip) con 1x10° tripanosomas/0,1 mL
de la suspension sanguinea y las ratas de GIII y GIV
fueron inyectadas con 0,1 mL de solucion salina por
la misma via. Antes del apareamiento a las ratas de
GI y GIV les fue determinado el ciclo estral entre
los 10 y 12 dias (pi). Para tal fin se introdujo 0,5 mL
de solucion salina con una micropipeta Pasteur en la
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abertura vaginal, después de mezclar la solucion con
el contenido vaginal de cada rata, se tomo una pequefia
muestra la cual fue colocada sobre un portaobjeto para
la observacion al microscopio con 10X. La presencia
de células nucleadas y células epiteliales cornificadas
junto al moco vaginal, comprobaron que las ratas
estaban en proestrus o estrus del ciclo (Waynforth &
Flecknell, 1992). Las ratas fueron colocadas en jaulas
en una relacion 2 hembras/1 macho durante dos dias
para el apareamiento y fueron consideradas prefiadas
por el encuentro de espermatozoides en los frotis del
contenido vaginal coloreado con azul de metileno.
A este tiempo las hembras fueron separadas de los
machos y mantenidas en jaulas individuales en el
Bioterio experimental de la Facultad de Ciencias-
ULA, bajo condiciones ambientales controladas y
alimentadas con dieta comercial y agua ad libitum.

Evaluacion de la infeccion

Para el diagnostico parasitologico las
muestras de sangre fueron extraidas de las ratas
infectadas gestantes y de las virgenes infectadas
con 7. cruzi, entres 12 y 34 dias (pi). Estando los
animales ligeramente anestesiados con éter dietilico
fueron sangrados por ruptura del plexo retro orbital
con capilares heparinizados, la sangre fue recogida en
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL y el niimero de
tripomastigotes sanguicolas fue estimado en 5 uL de
sangre colocado sobre laminas portaobjeto y contados
en 100 campos microscopicos.

Determinacion de la presencia de anticuerpos IgG
anti-T. cruzi

Los niveles de anticuerpos especificos IgG
anti-T. cruzi fueron determinados mediante la reaccion
de inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Camargo
1966). Para esta pruecba las muestras de sangre
obtenidas anteriormente de las ratas infectadas de los
Gl y GII fueron mantenidas a 4°C por 1 hora. Una vez
retraido el coagulo los sueros fueron separados por
centrifugacion de la sangre a 3000 rpm durante 15
min y almacenados a -20 °C hasta su uso. Los sueros
de las ratas fueron diluidos desde 1:32 hasta 1:4096,
depositados sobre laminas portaobjetos que contenian
como antigeno tripomastigotes de cultivo de la cepa
PLANALTO durante 1 hora a temperatura ambiente,
fijados con acetona, lavados tres veces con Buffer
Fosfato Salino (PBS) a pH 7,2 durante 5 min cada
vez ¢ incubadas con el anticuerpo anti-IgG de rata
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marcado con isotiocianato de fluoresceina (Sigma, St.
Louis, USA) diluido 1:500 en PBS a pH 7,2 durante 1
h, lavados nuevamente con PBS a pH 7,2 y cubiertas
con glicerina tamponada 9:1 para la observacion al
microscopio de fluorescencia.

Determinacion de tripomastigotes en el liquido
amniotico

Las ratas del GI con 20 dias de gestacion y
34 dias (pi) fueron sobreanestesiadas con éter dietilico
¢ inmediatamente se les extrajo el utero gravido,
separandolo por debajo del antro a nivel del fondo de
la vagina. A través de una pequefa incision a nivel
de las membranas que recubren cada saco uterino
(SU) se tomaron muestras de liquido amnidtico (LA).
Pequenas porciones de LA fueron colocadas sobre
laminas portaobjeto para la observacion al fresco,
y otras muestras una vez secas fueron fijadas con
metanol y coloreadas con Giemsa al 10% en buffer
Sorensen a pH 7,2 para continuar con la busqueda de
tripomastigotes en el LA bajo el microscopio, el resto
de las muestras de LA fue sembrado en el medio de
cultivo NNN.

Estudio histopatolégico

A través de una incision longitudinal de la
membrana uterina, se extrajeron los fetos con sus
placentas los cuales fueron colocados en placas de
Petri para lavarlos con solucion fisiologica. Los fetos,
cordones umbilicales(CU), placentas (P) y fragmentos
de utero gravido (U) fueron fijados en formalina
al 10 % durante 48 horas, al cabo de este tiempo a
los fetos se les extrajo el corazoén (CF). Los tejidos
fueron incluidos en Paraplast (Monoject Scientific,
St. Louis, MO. USA) y los cortes histologicos de
6 um de espesor de cada tejido fueron coloreados
con hematoxilina y ecosina (HE) (Sigma, St. Louis.
USA).

Estudio inmunocitoquimico

Para la deteccion de parasitos y antigeno
de T cruzi se utilizd el doble marcaje con
inmunofluorescencia indirecta-ioduro de Propidio
(IFI-IP) y peroxidasa-anti-peroxidasa (PAP) (Sell &
Burton, 1981), a fin de verificar infeccion y antigeno
de T cruzi en los tejidos. Para tal fin los cortes
histologicos de las muestras P, CU, U de las ratas
infectadas gestantes y CF de los fetos de las mismas
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ratas, fueron desparafinados, hidratados e incubados
con antisuero de conejo anti-7. cruzi diluido 1:30,
anticuerpo IgG de rata conjugado con isotiocianato
de fluoresceina (Sigma, St. Louis. USA) diluido
1:500 y ioduro de propidio (Molecular probe, Inc.
USA) diluido 1:1000 con PBS a pH 7,2, lavados con
PBS a pH 7,2 y cubiertos con glicerina tamponada
9:1 y laminilla para su observacion. Otro grupo de
laminas conteniendo los cortes histologicos de P,
CU, U, CF fueron desparafinados, hidratados e
incubados con H,0, al 3% en metanol para inactivar
la peroxidasa enddgena, antisuero de conejo anti-7.
cruzi diluido 1:30 y anticuerpo IgG de rata conjugado
con peroxidasa (Sigma, St. Louis. USA) diluido 1:500
con PBS apH 7,2. Los cortes fueron lavados con PBS
a pH 7,2 después de cada una de las incubaciones
y la reaccion fue revelada con 3,3 tetracloruro de
diaminobencidina, contracoloreada con hematoxilina
de Mayer, deshidratados y cubiertos con MAR-
TEX y cubreobjeto. Las muestras de tejidos fueron
observadas en un microscopio confocal laser Olympus
Fluoview II (CCD System, Olympus Optical CO.,
Japan). Los cortes de U de ratas virgenes infectadas
con T cruzi (GII) y U de ratas sanas (GIII) y P, CU,
U y CF de los fetos separados de ratas sanas gestantes
(GIV), fueron procesados y revisados como controles
de infeccion y gestacion respectivamente.

Analisis estadistico

Los resultados de las parasitemias patentes
fueron procesados mediante un analisis de varianza
para efectos fijos y un contraste de inferencia
simultanea (Kleinbaum et al., 1998).

RESULTADOS
Evaluacion de la parasitemia patente

El estudio parasitologico efectuado a los
12, 19, 26 y 34 dias de infeccion y 6, 12 y 20 dias
de gestacion, reveld en la ratas infectadas gestantes
niveles de parasitemias significativamente mayor
alcanzando su maximo valor promedio de 12,2 +1,1
tripomastigotos/mm? de sangre a los 34 dias (pi) y 20
dias de gestacion, en relacion con la observada en las
ratas virgenes infectadas (Fig. 1). La comparacion de
la evolucion de la parasitemia entre las ratas infectadas
gestantes y virgenes infectadas con 7. cruzi, revelaron
diferencias altamente significativas al 1 % entre la
primera y segunda semana de gestacion.
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Evaluacion de la respuesta humoral

En las ratas de los GI y GII la evolucion de
la respuesta humoral reveld un aumento en los titulos
de anticuerpos IgG, anti-7. cruzi. A medida que
progresaba la infeccion chagésica los niveles mas altos
de anticuerpos IgG oscilaron entre 1:512 y 1:2048
en las ratas infectadas gestantes los que tendieron
a mantenerse elevados entre los 19 y 34 dias (pi) y
6 a 20 dias de gestacion, mientras que en las ratas
virgenes infectadas con 7. cruzi los titulos de TAc-
IgG disminuyeron a 1:125 (Fig. 2). La comparacion
de los TAc entre los dos grupos de ratas infectadas
con T. cruzi revelo diferencias significativas al 5 %.

Evaluacion del liguido amnidtico

El liquido amnidtico separado de los sacos
uterinos de 2 de las 6 ratas infectadas gestantes (33,33
%) con 34 dias pi y 20 dias de gestacion, desarrolld
formas flageladas de 7. cruzi entre los 30 y 40 dias de
incubacion en el medio de cultivo NNN.

Estudios histopatologicos

La histologia de las placentas de las ratas
infectadas gestantes mostrd vellositis de variable
intensidad representada por lesiones inflamatorias
agudas, moderada placentitis caracterizada por
la presencia de infiltrado celular con abundantes
neutréfilos muy cerca de los vasos sanguineos (Fig.

M. Alarcon et.al.

3A) y numerosas células gigantes dispersas en el
estroma velloso, placas coriénica y tejidos desiduales.
El 25 % de las placentas (13/52) mostré nido de
amastigotes en las células trofoblasticas y macro6fagos
rodeados de inflamacion mononuclear (Fig. 3B). La
respuesta inflamatoria uterina estuvo representada
por un infiltrado linfomonohistiocitario junto a nido
de amastigotes a nivel de las fibras musculares lisas
del utero en el 25 % de las ratas infectadas gestantes
(Fig. 3C). El utero de las ratas virgenes infectadas
con T cruzi, mostré escaso infiltrado celular disperso
en el tejido uterino y sin infeccidn tisular. El analisis
histolégico con H-E y la imagen confocal de los
corte de corazon de los fetos separados de las ratas
infectadas gestantes, mostraron células inflamatorias
mononucleares y polimorfonucleares, signos de
activacion endotelial, miositis hipertrofica y nido de
amastigotes en el tejido cardiaco fetal (Fig. 4 A,B).
La inmunotincion mediante IFI-IP de los cortes
histologicos de la P (Fig SA) y del CU (Fig. 5B)
mostraron abundante depdsito antigénico de 7. cruzi
disperso en el tejido placentario y localizado cerca de
los vasos sanguineos del cordon umbilical.

DISCUSION

Se ha referido que la transferencia de
antigenos de la madre al feto aumenta la capacidad
de la progenie para responder a la infeccion a través
de la modulacion del sistema inmune fetal (Carlier
& Truyens, 1999; Shearer & Clerici, 1996), por lo
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Fig. 1. Niveles de parasitemias patentes
detectados en las ratas Wistar gestantes y ratas
virgenes infectadas con Trypanosoma cruzi cepa
PLANALTO.
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Fig. 3. Secciones histolégicas de la placenta de rata Wistar con 34 dias de infecciéon con Trypanosoma
cruziy 20 dias de gestacion que muestran: A) areas de inflamacion mononuclear; B) grupo de neutréfilos
cerca de vasos sanguineos (—>); C) nidos de amastigotes (—>) y células inflamatorias en el tejido
placentario. (H-E. 1000x).

Fig. 4. Secciones histologicas de corazéon de feto de rata Wistar con 34 dias de infeccion con
Trypanosoma cruziy con 20 dias de gestacion. A) infiltrado inflamatorio de células mononucleares; B)
nido de amastigotes (—>) en el tejido cardiaco fetal (H-E. 450x, 1000x).

Fig 5. Imagenes confocales de corte histologico de placenta y de cordéon umbilical de rata Wistar con 34
dias de infeccion con Trypanosoma cruziy con 20 dias de gestacion que muestran: A) abundante depésito
antigénico fluorescentes de T. cruzi disperso en el tejido placentario (verde); B) Antigeno de T. cruzi muy
cerca de vasos sanguineos del cordén umbilical (ntcleos celulares de color rojo) (IFI-IP.1250x).
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que tanto los fetos como los recién nacidos pueden
tener tanto parasitemias positivas como negativas ain
cuando sus madres resulten con xenodiagnosticos
positivos, lo que sugiere que la infeccidn congénita
no es transmitida a toda la progenie (Barousse et al.,
1978). En este estudio el hecho de que solo algunas de
las placentas de las ratas Wistar se hayan infectado con
T. cruzi, pudiera estar relacionado con la competencia
inmunologica de la placenta al proteger al feto de la
infeccion y en consecuencia modular la severidad
de la infeccion congénita (Bitterncourt, 1992). En
otros animales experimentales como el modelo
raton se ha observado que la infeccion por 7. cruzi
no altera la fecundidad, se produce una disminucion
significativa en el nimero de crias y en la sobrevida
de las mismas al mes de nacidas, con presencia de
anticuerpos aglutinantes anti-7. cruzi en los musculos
esqueléticos, cardiacos y vasos sanguineos (Meckert
et al., 1980; Gitlin & Koch, 1988). Estos anticuerpos
pudieran estar acumuldndose en el tejido muscular
cardiaco de los fetos de las ratas Wistar infectadas
con T. cruzi, debido posiblemente a la accion de
los anticuerpos maternos anti-7. cruzi transferidos
pasivamente por via transplacental, asi como a la
activacion de los monocitos los cuales participan en
el control de la infeccion y en el mantenimiento de la
prefiez en humanos (Sack ef al., 1999), de esta forma
los tejidos fetales estarian protegidos contra una
eventual transmision vertical de los parasitos, debido
al sinergismo entre los anticuerpos y monocitos
activados (Umekita & Mota, 2000).

Otros estudios en humanos y modelos
experimentales relacionados con la infeccion
chagasica congénita, han planteado que los linfocitos
obtenidos de la sangre del cordon umbilical
proveniente de madres chagasicas, pudieran
relacionarse con antigenos de 7. cruzi o expresar
idiotipos sobre anticuerpos especificos (El6i-Santos
et al., 1989). Estas interacciones podrian ser capaces
de alterar el curso de la infeccion con el progreso de
la gestacion (Carlier et al., 1992; Marquez de Araujo
et al., 1996), de tal forma que si la respuesta inmune
de la madre influye en el sistema inmune del feto, es
razonable pensar que el perfil fenotipico linfocitico
de los recién nacidos chagasicos pudiera también
estar relacionados con esas interacciones (Neves et
al., 1999; Altemani ef al., 2000).

La transmision congénita asi como los
cambios en la fertilidad, sobrevivencia de los
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recién nacidos y el nimero total de la reabsorciones
en ratones han sido relacionados con el proceso
inflamatorio uterino (Gonzalez-Cappa et al., 1999). A
este respecto la interaccion infeccion chagasica aguda/
embarazo en la ratas Wistar produjo la transmision
congénita a un reducido nimero de fetos, en los
cuales las células inflamatorias y nido de parasitos
fueron observados en el tejido cardiaco fetal, cuando
las fibras musculares lisas del utero gravido, estroma
velloso y area vascular de algunas placentas de las
ratas Wistar gestantes, estuvieron cargados de células
polimorfomononucleares, a diferencia de lo observado
por Carraro-Abrahdo et al., (2000) en ratones NMRI
y suizos infectados con las cepas RAL y Y de T
cruzi respectivamente, cuyas placentas mostraron
nidos de amastigotes en las células gigantes con
inflamacion linfoplasmobhistiocitaria. En este sentido,
algunos autores han sugerido que es posible que la
presencia de infiltrado de células mononucleares y
polimorfonucleares en las placentas infectadas con
T. cruzi, pudiera estar relacionados con la activacion
del complemento por los parasitos durante el periodo
maternofetal lo que produciria la muerte de los fetos,
como ocurre en ratones con infeccion chagasica
aguda (Tomlinson ef al., 1994; Xu et al., 2000), este
ultimo evento pudiera también ocurrir en el modelo
experimental rata Wistar, sin embargo, no podemos
afirmarlo por cuanto en este estudio la gestacion en
las ratas fue interrumpida a los 20 dias de evolucion.
Andrade (1982) refirio la presencia de parasitismo en
el area vascular de las placentas de ratones infectados
con diferentes cepas de 7. cruzi y su transmision
congénita, posteriormente el autor confirma Ia
marcada diferencia que existe en el tropismo
placental (Andrade, 1992), por lo que se considera
que el parasitismo placentario no guarda una estricta
correlacion con la infeccion fetal, dado que se han
observado casos de enfermedad de Chagas congénita
sin nidacion placentaria (Bittencourt, 2000). Los
resultados experimentales obtenidos en el presente
estudio sugieren que durante la infeccion aguda el
origen de las cepas de parasitos puede ser un factor
determinante en la infeccion de la placenta y por
tanto en la infeccion congénita de 7. cruzi, por lo
que el hallazgo de tripomastigotes en el 33 % de las
muestras de liquido amniotico y la presencia de nidos
de amastigotes en el corazon fetal, son resultados
indicativos de que los parasitos lograron atravesar
las barreras mecanicas ¢ inmunoldgicas hasta llegar
a la circulacion fetal causando la infeccion congénita
a un reducido numero de fetos, a, lo que indica la
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eficacia de las capas trofoblasticas placentales para
bloquear el pasaje de parasitos de la madre a los fetos
a pesar de la presencia de numerosos parasitos en
la sangre materna. En este sentido, los mecanismos
por los cuales las capas trofoblasticas previenen la
infeccion del feto atn es desconocida, sin embargo
se ha sugerido que las enzimas lisosomales estarian
limitando la propagacion de 7. cruzi hacia los fetos
(Frank et al., 2000).

Las alteraciones histologicas sufridas por
la placenta debida a la infeccidon por 7. cruzi junto
con la respuesta inmune generada por la presencia
de los parasitos, pudieran limitar el intercambio
maternofetal, el cual también ha sido asociado con la
presencia de infiltrado inflamatorio con predominio
de neutrofilos, con la formacion de trombos, necrosis
isquémica y degeneracion fibrinoide en ratones,
hechos que reducen el flujo de sangre en la placenta
produciéndose una insuficiencia placentaria severa
la cual afecta la transferencia de nutrientes para el
feto y por tanto la reduccion del crecimiento fetal
y la formacion de lesiones placentarias (Scrimshaw
y Schiirch, 1998; Mjihdi et al., 2002; Sala et al.,
20006).

En este estudio, la presencia de formas
flageladas en los cultivos del liquido amnidtico de
algunas ratas Wistar infectadas gestantes, demuestra
que los parasitos pueden alcanzar los fetos por via
hematogena (Nilo et al., 2000), este pasaje de . cruzi
probablemente se deba a la placentitis provocada
por la multiplicaciéon o por la penetracion activa
de los parasitos hacia la circulacion fetal a través
de la placenta (Moreno et al., 1998), tal como fue
demostrado por la presencia de tripomastigotes en el
liquido amnidtico separado de tres sacos uterinos de
un ratén de la cepa NMRI prefiada e infectada con
tripomastigotes aislados de un marsupial procedentes
de una regién geografica venezolana para Ia
enfermedad de Chagas en el estado Barinas (Moreno
et al., 2003b), en contraste con otras cepas de 1. cruzi,
de origen humano y canino provenientes de la misma
area endémica, con las cuales no se observaron
tripomastiogotes en el LA de un grupo de ratas Wistar
infectadas con estos aislados (Moreno et al., 2003a).

Con estos resultados hacemos énfasis en
dos encuentros importantes como son la infeccion
placental e intrauterina fetal y por tanto la transmision
congénita en el modelo experimental rata Wistar
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infectadas por 7T cruzi aislado de P. geniculatus, vector
intradomiciliario urbano encontrado naturalmente
infectado en la habitacion de una vivienda ubicada en
el valle de Caracas, donde su alta infeccion (76.1%)
a T cruzi (genotipo Tcl) y el alto contacto hombre-
vector (98% HB) han sido recientemente demostrados
(Carrasco et al., 2005). Finalmente concluimos,
comentando la  importancia  epidemioldgica
relacionada con la transmision congénita de 7. cruzi,
en areas geograficas urbanas no endémicas para la
enfermedad de Chagas como el valle de Caracas.

Esta forma de transmision de gran
importancia en 4reas endémicas ubicadas en
sectores poblacionales rurales y suburbanos, donde
las condiciones scoioecondmicas y la carencia de
educacion sanitaria en los pobladores son factores de
riesgo para el manteniendo de la infeccion asi como
de la endemia (Aché, 1993b), se ha visto favorecida
por el incremento del turismo y la migracién interna
de personas infectadas hacia zonas no endémicas
altamente urbanizadas, donde los parasitos se
encuentran circulando entre la poblacion humana,
triatominos vectores y reservorios silvestres de T
cruzi, como lo muestran los trabajos de investigacion
referidos por Pifano (1986) y como lo sefialan Herrera
& Urdaneta-Morales, (1992) y Herrera et al., (2003),
quienes aislaron 7. cruzi de Didelphis marsupialis y
P. geniculatus, vector encontrado en la misma region
urbana donde fuera capturado el triatomino infectado
con T cruzi cepa PLANALTO, cuyas formas
sanguicolas utilizadas en la infeccién experimental
de las ratas Wistar, mostraron preferencia por los
tejidos placentario y cardiaco fetal. Estos encuentros
muestran la necesidad de vigilar los posibles nuevos
focos de la enfermedad de Chagas en zonas altamente
urbanizadas de Venezuela, donde se encuentra una
gran poblacion la cual estaria sometida a una continua
transmision activa debida a la presencia de vectores
intradomiciliarios infectados con 7. cruzi.

Presence of Trypanosoma cruzi in tissues of
experimentally infected Wistar rats and their
fetuses

SUMMARY

This study was carried out with a group
of 20 days old, 250-g female juvenile rats (Rattus
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norvegicus) of the Wistar strain. Each rat was
inoculated, injecting it intraperitoneally with a 0.1-
mL suspension of Blood with 1 x 10° tripomastigotes
from the I/PAS/00/PLANALTO strain. The parasites
were isolated from naturally infected Panstrongylus
geniculatus from a street in an urban area in Caracas,
Venezuela, and maintained in NMRI rats. At 10 days
post-infection (pi), the rats were determined to have
completed the estrual cycle and were then mated with
males, with a ratio of 2 females and 1 male in each
cage. Groups of virgin rats inoculated with 7. cruzi
(GII), healthy rats (GIII) and pregnant rats (GIV)
were used as controls. Infection by 7. cruzi in the GI
rats revealed the highest levels of clear parasitemia
with 12.2 + 1.1 tripomastigotes/mm® of blood at 18,
24 and 34 days (pi) with 6, 12 and 20 days from
gestation, respectively, compared with GII. The titles
of specific antibodies anti-7. cruzi were greater in the
group of pregnant and infected rats in comparison
with the infected unmated rats, represented by 1:512
and 1:2048 at 19 and 20 days (pi) respectively. 33%
of the samples of amniotic fluid of the rats of GI
developed flagellate forms of 7. cruzi in NNN culture.
Histopathological study of 6um sections stained
with hematoxilin-eosin of fetal hearts obtained from
2 rat fetuses revealed nests of amastigotes in the
cardiac tissue. In the placentas of GI with 34 days of
infection, we observed a placentitis characterized by
intense inflammatory infiltration of the mononuclear
and polymorphonuclear cells with neutrophyls
predominant. The immunohistochemical assays using
double marking with fluorescein isothiocyanate-
propidium iodide and peroxidase-antiperoxidase in
the sections of placenta, fetal hearths and umbilical
cords showed parasites and abundant antigen of T
cruzi. These results demonstrate the fetal intrauterine
infection by 7. cruzi, confirming the transplacental
transmission of the parasite from the infected
mother to her offspring. Possibly the mechanism of
congenital transmission is related to the release of the
tripomastigotes across the trophoblast, to the taking
up of the amniotic liquid by the fetuses or by the
active penetration of the parasite across the skin and/
or mucosa during the fetal period.

Key words: Trypanosoma cruzi, Wistar rats, tejidos
fetales, transplacental transmission.
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Investigaciones sobre la transmision vertical de Trypanosoma cruzi en ratas
Wistar cronicamente infectadas

Elio A. Moreno'*, Arelis C. Quintero', Maritza E. Alarcon', Ana Lugo de Yarbuh’,
Stelliana C. Moreno!, Sonia Araujo A.! & Rafael Borges?

Se presentan los resultados de un estudio experimental sobre la posible transmisién vertical
de Trypanosoma cruzi en ratas albinas (Rattus norvegicus) cepa Wistar crénicamente infectadas. El
curso de la infeccion fue evaluado antes del apareamiento, durante la gestacién y después del parto
mediante pruebas de diagnéstico parasitologico, inmunoldgico e histopatolégico. Como controles se
utilizaron ratas virgenes infectadas y sanas gestantes. Los examenes directos en muestras de sangre,
hemocultivos y xenodiagndsticos realizados a las madres y a las crias, no presentaron parasitemias
patentes y/o subpatentes. Examenes seroldgicos realizados con la IFl y ELISA a las ratas virgenes
infectadas (A), gestantes infectadas (B) y a las crias, revelaron anticuerpos especificos anti-T. cruzi
en el 100 % de las madres infectadas, 26,2 y 44,6 % de las crias y 41,6 y 83,3 % de las crias sanas
que fueron alimentadas sobre madres infectadas. El estudio minucioso de las muestras frescas y
de cultivo de liquido amnidtico, no mostré formas flageladas de T. cruzi. El estudio histopatoldgico
revel6 discreta miocarditis, miositis y vellositis con caracteristicas de cronicidad, acompanada de
nidos de amastigotes de T. cruzi a nivel del musculo cardiaco, esquelético y en el estroma de una
placenta; moderado infiltrado inflamatorio sin parasitismo en Utero, cordén umbilical y glandulas
mamarias. La persistencia de nidos de amastigotes de T. cruzi en el corazén, musculo esquelético y
en una placenta de ratas con infeccién chagasica cronica, sugiere la posibilidad de infeccion fetal. La
patogenicidad de la cepa, formas del parasito utilizado y el tamafio del in6culo, pudieran ser factores
que inciden en las variaciones observadas en la transmisién vertical de T. cruzi.

Palabras claves: Tiypanosoma cruzi, transmision vertical, rata Wistar, infeccion cronica.

INTRODUCCION descrito en Venezuela y en otros paises del Continente
Americano (Howard, 1957; Rassi et al., 1958; Pifano,
Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: ~ 1960; Bittencourt, 1972; Schmunis & Szarfman, 1977;

Trypanosomatidae) agente etiologico de la infeccion
chagasica, puede ser transmitido de la madre al hijo
por via transplacentaria y por el amamantamiento,
durante las fases aguda y/o cronica de la infeccion
materna (Bittencourt, 2000). La posibilidad de
transmision congénita de la infeccion fue referida
por Chagas (1911) y su comprobacion fue atribuida
a Dao (1949), quien observé formas sanguicolas
de T cruzi en la sangre periférica de un nifio recién
nacido de madre con enfermedad de Chagas agudo. A
partir de ese momento, otros casos congénitos se han
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Azogue et al., 1985; Ponce & Ponce, 1995; Torrico et
al.,2004; 2006). Bittencourt et al. (1988) seiialan que
la prevalencia de la infeccion por 7. cruzi en mujeres
embarazadas en Sudamérica, varia entre 2 'y 51 % en
centros urbanos y de 23 a 81 % en areas endémicas
para la enfermedad de Chagas. Las madres infectadas
asintomaticas pueden transmitir la infeccion a sus
hijos a través de la placenta y ocasionalmente por la
lactancia. Hasta el presente se desconocen las causas
por las cuales esta incidencia es tan baja, asi como los
diferentes factores que influyen para que una misma
madre genere algunos hijos infectados y otros no
(Bittencourt, 2000; Blanco ef al., 1999).

La transmision congénita de 7. cruzi ha sido
investigada en diferentes modelos animales, con el
objeto de clarificar aspectos relacionados con este
mecanismo de transmision. Los primeros trabajos
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experimentales fueron realizados por Mayer &
Rocha-Lima (1914) quienes formularon la hipotesis
de la transmision placentaria al encontrar nidos
de amastigotes de 7. cruzi en las placentas de
cobayos experimentalmente infectados, sin observar
alteraciones en las crias. A partir de entonces, otras
investigaciones efectuadas en ratones (Delgado &
Santos-Buch, 1978; Andrade, 1982; Abdelkarim et al.,
2002; Moreno et al., 2003a), conejos (Villela, 1923),
perros (Souza-Campos, 1928) y monos (Sullivan et
al.,1994), han demostrado transmision congénita del
parasito durante la fase aguda de la infeccion a un
numero reducido de crias.

Estudios experimentales llevados a cabo en
la rata albina (Rattus norvegicus), cepa Wistar,
machos y hembras, producidas por la inoculacion
intraperitoneal de formas sanguicolas de la cepa Y
de T cruzi, demostraron que la misma constituye
un modelo apropiado, que reproduce con gran
semejanza: el espectro patologico que predomina en
la enfermedad de Chagas aguda (Scorza, 1980) y los
mecanismos de transmisién congénita del parasito
durante la fase aguda de la infeccion chagasica
(Moreno et al., 2006). Partiendo de esta premisa, el
presente trabajo tiene como objetivo investigar si
este mecanismo de transmision vertical de 7. cruzi
ocurre en ratas con infeccion chagasica cronica. El
curso de la infeccion fue evaluado antes, durante la
gestacion y después del parto, mediante un estudio
parasitologico, inmunoldgico e histopatologico en las
ratas cronicamente infectadas con 7. cruzi y en sus
crias.

MATERIALES Y METODOS
Parasitos

Se utilizaron parasitos de lacepa Y de T. cruzi
(Pereira da Silva & Nussenzweig, 1953) de referencia
internacional y cedida por la Catedra de Parasitologia
de la Universidad de Carabobo, Valencia-Venezuela,
y mantenidos en nuestro laboratorio por pasajes
seriados en triatominos (Rhodnius prolixus), cultivos
in vitro y en ratones NMRI. Las formas sanguicolas
de T cruzi fueron obtenidas por cardiopuntura
con jeringas heparinizadas, a partir de ratones
experimentalmente infectados con altas parasitemias.
La sangre fue mezclada con PBS pH 7,2 y el numero
de parasitos fue cuantificado siguiendo la metodologia
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descrita por Brener (1962), mediante el contaje
de los tripomastigotes en 5 mm® de la suspension
sanguinea.

Infeccion experimental

De un total de 30 ratas hembras de 20 dias de nacidas
y con un peso promedio de 50 gr, 20 fueron inyectadas
intra-dérmicamente en el miembro inferior derecho
con un in6culo aproximado de 1x10° tripomastigotes
sanguicolas contenidos en un volumen de 0,1 mL de
la suspension. Las 10 ratas juveniles restantes sanas,
utilizadas como grupo control, fueron inyectadas por
via intra-dérmica con 0,1 mL de solucion fisiologica
salina. Ambos grupos de ratas fueron mantenidas en
jaulas separadas en nuestro bioterio experimental bajo
condiciones ambientales controladas y alimentadas
con dieta comercial (ratarina) y agua ad libitum.

Estimacion de la infeccion y apareamiento

A las ratas adultas que cursaban la fase cronica de la
infeccion, se les practicaron examenes parasitologicos
(directos en sangre periférica e indirectos tales como:
xenodiagnodstico utilizando ninfas de IV estadio
de R. prolixus y hemocultivo en medio de cultivo
NNN-USAMRU (Walton et al., 1972) adicionada
con solucidn fisiologica salina como fase liquida) y
serologicos siguiendo los procedimientos indicados
por Moreno et al. (2003b). Inmediatamente después,
las ratas infectadas y controles sanas fueron separadas
en tres grupos: Un grupo control infectado (A) de 8
ratas virgenes, un grupo (B) de 12 ratas infectadas y
un grupo control sano (C) de 10 ratas. Las ratas de
los grupos B y C en etapas de proestrus y/o estrus
de su ciclo estral, fueron apareadas con machos en
una relacion de 2 hembras/1 macho por jaula. Una
vez comprobados los espermatozoides en el lavado
vaginal, las ratas infectadas y controles sanas
prefiadas, fueron colocadas en jaulas individuales en
el bioterio experimental bajo las mismas condiciones
ambientales sefialadas.

Estimacion parasitologica durante la gravidez

La parasitemia fue evaluada en forma
individual en las ratas infectadas mediante el examen
directo de muestras de sangre extraida con capilares
heparinizados, por puncion del plexo retro-orbital a los
6, 12 y 20 dias de la gravidez y a los 15 dias después
del parto normal, utilizando el método modificado de
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Brener (1962) y el microhematdcrito como método
de concentracion (Freilij et al. 1983).

Deteccion de anticuerpos humorales

Los métodos serologicos empleados para apreciar
los niveles de anticuerpos (Ac) especificos anti-7.
cruzi en los sueros de las madres infectadas, en las
ratas no prefadas infectadas y en las crias, fueron
las técnicas de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)
y el Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA). Para estas
pruebas, se utilizé 0,5 y 1 mL de sangre extraida
del plexo retro-orbital de cada animal y los sueros
separados por centrifugacion fueron congelados a -20
°C hasta su uso. El antigeno empleado se prepar6 con
formas de cultivo de la cepa Y de 7. cruzi, colectadas
en fase exponencial de crecimiento en el medio de
cultivo NNN, siguiendo los procedimientos descritos
por Camargo (1966) y Voller et al. (1975).

Transmision de T. cruzi transplacentaria y por el
amamantamiento

Al término de la gestacion las ratas del
grupo B fueron separadas en tres subgrupos: a 4 ratas
(B1) se les permitio el parto normal con el objeto de
investigar transmision transplacentaria del parasito; 4
ratas (B2) se les permitio el parto normal, pero sus crias
recién nacidas fueron intercambiadas por crias recién
nacidas de ratas sanas, con la finalidad de investigar
la transmision de 70 cruzi a través de la leche durante
la lactancia y las 4 ratas infectadas (B3) restantes,
junto con 3 ratas gestantes sanas fueron sacrificadas
para buscar tripomastigotes del parasito en el liquido
amnidtico y alteraciones histopatoldgicas a nivel del
corazén, musculo esquelético, Gtero gravido, cordon
umbilical, glandulas mamarias y placentas.

Evaluacion parasitolégica de las crias

Muestras de sangre extraida de la cola de cada
una de las crias juveniles amamantadas por sus madres
biologicas infectadas y las alimentadas por nodrizas
sanas, fueron examinadas a los 10, 20 y 30 dias de
nacidas, con el fin de detectar parasitemias patentes.
Igualmente, parasitemias ocultas o subpatentes
fueron investigadas después del ultimo muestreo,
mediante examenes parasitologicos indirectos como
el hemocultivo en medio NNN y el xenodiagnostico
con ninfas de R. prolixus. Para tal fin, 0,3 mL de sangre
obtenida con capilares heparinizados del plexo ocular
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de cada cria juvenil, fue mezclada con la solucion
fisiologica salina contenida en tubos con medio de
cultivo NNN. Los hemocultivos fueron mantenidos
en estufa a 26 °C y revisados a los 15, 30 y 45 dias
después de la adicion de la sangre.

Para la aplicacion de xenodiagnosticos, 10
ninfas de R. prolixus se alimentaron hasta la replecion
sobre cada una de las madres infectadas y sus crias
inmovilizadas dentro de una malla de plastico. Las
ninfas fueron mantenidas en el insectario experimental
y 30 dias después de la ingesta sanguinea, las heces
de los triatominos obtenidas individualmente
mediante compresion abdominal, fueron examinadas
al microscopio con el objeto de precisar la presencia
de formas flageladas de 7. cruzi.

Evaluacion parasitolégica del liqguido amnidtico
(LA)

Las ratas infectadas del grupo B3 y 3 ratas
sanas (A) a término de la gestacion fueron sacrificadas
por hiperanestesia con éter dietilico. En el momento del
sacrificio, se extrajo cuidadosamente el Utero gravido
con sus organos anexos, el cual fue lavado sobre una
capsula de Petri con solucion fisiologica salina y
cuidadosamente secado con papel adsorbente a fin de
eliminar restos sanguineos procedentes de las venas y
arterias uterinas para evitar cualquier contaminacion.
Con una pipeta Pasteur se hizo una pequeiia incision
sobre la membrana en cada cuerno uterino a nivel
de los fetos. Se recolectaron varias muestras de LA,
una para ser examinada bajo el microscopio y las
otras fueron depositadas en un recipiente estéril con
la finalidad de conformar un “pool”. Entre 0,3 y 0,5
mL del pool de LA/rata fue adicionado a 2 tubos con
medio de cultivo NNN y revisados a los 15, 30 y 45
dias después de la adicion de la muestra.

Estudio histopatoldgico

Las incisiones sobre la membrana uterina
fueron ampliadas para extraer los fetos unidos por el
cordon umbilical a sus placentas. Al mismo tiempo,
se extrajo el corazén completo que fue cortado
frontalmente en dos partes, fragmentos de musculo
esquelético popliteo, utero gravido y el sexto par de
glandulas mamarias. Los tejidos fueron fijados en
formalina neutra al 10 % durante 48 horas ¢ incluidos
en Paraplast (Monoject Scientific, St. Louis, MO.
USA). Los cortes de 6 pm de espesor se hicieron en

151



Transmision vertical de T. cruzi en ratas crénicamente infectadas

un microtomo American Optical Spencer y fueron
coloreados por los métodos de Giemsa-Pappenheim-
colofonio (Bray & Garnham, 1962) y hematoxilina-
eosina (HE). Igualmente, fueron sacrificadas por
sobreanestesia con éter dietilico las crias juveniles
provenientes de las madres chagasicas, junto con
las crias sanas que fueron amamantadas sobre ratas
infectadas y las crias de las ratas controles restantes.
De cada una de las crias se extrajo el corazon completo
que fue cortado frontalmente en dos partes iguales y
fragmentos de la musculatura esquelética.

Analisis estadistico

Los titulos de anticuerpos anti-7. cruzi
obtenidos con las técnicas serologicas empleadas (IFI
y ELISA), fueron examinados mediante un analisis
de variancia en una via (Kleinbaum et al., 1998).
Las diferencias en los promedios de cada variable
segin los grupos y tiempos fueron considerados
estadisticamente significativos con valores de
P<0,001.

RESULTADOS
Parasitemias

Los examenes directos de muestras de
sangre, hemocultivos y xenodiagndsticos realizados
a cada una de las ratas con infeccion chagasica
cronica, antes del apareamiento, durante el periodo
de gestacion y a los 15 dias después del parto, no
mostraron parasitemias patentes o subpatentes.
Igualmente, resultaron negativas a las pruecbas de
diagndstico parasitologico las 103 crias juveniles
provenientes de las 8 ratas infectadas de los grupos B1
y B2 y amamantadas hasta el destete por sus madres

biologicas y por nodrizas sanas, asi como las 12 crias
juveniles de madres sanas que fueron amamantadas
por madres infectadas del grupo B2.

Presencia de anticuerpos

Las pruebas serologicas realizadas a las
ratas virgenes infectadas (A) y a las ratas chagasicas
gestantes (B) antes del apareamiento, durante la
gravidez y a los 15 dias después del parto, mostraron
titulos especificos anti-7. cruzi > 1:32 para la IFI
y densidad optica (DO) > 0,35 para la ELISA,
considerandose en ambos casos el 100 % de las ratas
seropositivas. Los titulos de Ac obtenidos con la IFI
durante el periodo de gestacion, se analizaron mediante
un grafico que representa la mediana en cada tiempo
y en cada grupo + DT, observandose diferencias
significativas en los titulos entre los tiempos (P<0,001)
(Fig. 1). Igualmente, los valores de DO obtenidos con
la ELISA, mostraron diferencias significativas en los
tiempos (P=0,03356) y no en los grupos (P=0,2899).
En cuanto a los examenes seroldgicos efectuados a
las crias, las pruebas realizadas con ambas técnicas
presentaron porcentajes variables de seropositividad
desde un 26,2 y 44,6 % para las crias nacidas de
madres chagasicas y 41,6 y 83,3 % para las crias
sanas que fueron amamantadas por madres infectadas
(Tabla I). Los sueros procedentes de las ratas sanas y
de sus crias no mostraron reactividad alguna.

Valoracion del liqguido amniotico y alteraciones
histopatologicas

En los examenes microscopicos directos
realizados a las muestras de liquido amniotico de
las ratas infectadas sacrificadas a término de la
gestacion, y en los cultivos in vitro, no se apreciaron

Tabla I. Variacién en los titulos de anticuerpos anti-T. cruzi en ratas cronicamente infectadas, gestantes

y en su progenie.

Parametros Técnicas serologicas
Sueros N° de animales (%) Titulo (IF1) (%) DO (ELISA)
Ratas gestantes 12 100 1:64 - 1:2048 100 0,35-0,60
Crias de mch* 103 27/103 (26,2) 1:64 - 1:512 46/103 (44,0) 0,35
Crias de ms**
amamantadas por 12 5/12 (41,6) 1:64 - 1:128 10/12 (83,3) 0,35

mch*

* = madres chagasicas; ** = madres sanas; IFI = Inmunofluorescencia Indirecta; ELISA = Ensayo Inmunoenzimatico; DO = densidad éptica
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Fig. 1. Titulos de anticuerpos anti-T.cruzi detectado
en sueros de ratas crénicamente infectadas
con formas sanguicolas del parasito, antes del
apareamiento (0), durante la gestacion (6, 12
y 20) y 14 dias después del parto normal (35).
( Ratas gestantes; ---- Ratas virgenes)

Fig. 2. Persistencia parasitaria en cortes de
corazon (A) y musculo esquelético (B) de ratas
Wistar cronicamente infectadas con la cepa Y de
T. cruzi. Observe areas de inflamacion focalizadas
de naturaleza mononuclear (Giemsa-Colofonio,
1000X, 400X).
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Fig. 3. Persistencia parasitaria en cortes de
placenta de una rata Wistar crénicamente
infectada con la cepa Y de T. cruzi, a término de la
gestacion (HE, 1000X).

formas flageladas de 7. cruzi. Por otro lado, el analisis
histopatologico de los organos maternos reveld a
nivel del corazén y musculo esquelético moderada
miocarditis y miositis focal de variable intensidad,
destruccion de algunas fibras musculares con discreta
fibrosis en la masa muscular y persistencia escasa de
nidos de amastigotes (Fig. 2 A, B). El utero gravido
mostro distension de las fibras musculares lisas,
discreto infiltrado celular sin parasitismo y abundantes
eosinofilos. En las secciones del cordon umbilical
se observé un discreto infiltrado celular en el tejido
mucoso de Wharton y en las tinicas media y adventicia
de las arterias y venas umbilicales. En los cortes de
glandulas mamarias no observamos alteraciones
apreciables ni presencia de parasitos en los alveodlos,
conductos excretores y en el tejido conectivo inter
e intralobulillar. Las células alveolares mostraron
citoplasma altamente basofilico y secreciones con
presencia de macrofagos en los conductos alveolares.
En los cortes de las placentas se observaron focos
inflamatorios a nivel del estroma velloso placentario y
en las placas corionica y desidual. En una placenta se
evidencid un nido de amastigotes a nivel del estroma
y vellositis de variable intensidad (Fig. 3).

El estudio histopatoldgico de los cortes de
corazén y musculo esquelético de las crias juveniles,
nacidas de madres con infeccion chagasicacronicay de
las 12 crias de madres sanas amamantadas por madres
infectadas, mostraron en algunas secciones discretos
focos inflamatorios y ausencia de parasitismo tisular.
Los cortes del corazén, musculo esquelético y las
placentas de madres sanas no presentaron alteraciones
histopatologicas apreciables.
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DISCUSION

Los métodos de diagndstico parasitologico
empleados en las ratas infectadas con 7. cruzi,
durante el desarrollo de la investigacion, revelaron
ausencia de parasitemias patentes y/o subpatentes,
lo que indica que en la fase cronica de la infeccion
chagasica hay un control sobre la liberacion de
parasitos al torrente sanguineo. Estos resultados
corroboran las observaciones publicadas por Moreno
et al. (2005) quiénes estudiando la reactivacion de la
infeccion chagésica en ratas gestantes cronicamente
infectadas con formas metaciclicas de T, cruzi DSM,
no detectaron exacerbacion de parasitemias en la
sangre. Sin embargo, observaron cambios apreciables
en la respuesta inmunologica caracterizados por una
disminucién en los niveles de IgG y un incremento
significativo de la IgM, signos caracteristicos de una
reactivacion de la infeccion chagasica aguda. Estos
cambios en la respuesta inmunologica probablemente
sean los responsables de la eliminacion de las formas
sanguicolas del parasito. No obstante, Bittencourt
(1992) senald que mujeres en estado cronico de
la enfermedad de Chagas, desarrollan embarazos
aparentemente  normales, presentando  pocas
evidencias que indiquen cambios en la respuesta
inmune o reflejen recrudecimiento de la enfermedad
de Chagas.

En cuanto a la transmision vertical de T
cruzi, algunos autores han referido casos congénitos de
madres que presentaban importantes manifestaciones
clinicas producidas por la infeccion chagasica tanto
en la fase aguda (Dao, 1949; Jorg, 1954; Howard,
1957; Pifano, 1960) como en la fase cronica (Rassi et
al., 2004).

En animales experimentales los resultados
han sido contradictorios, Souza-Campos (1928)
demostro transmision congénita del parasito en perras
durante esta fase de la infeccion. Por otra parte, Apt et
al. (1967) investigaron este mecanismo de transmision
en ratas con infeccion aguda y cronica. Los autores
sefialaron que a pesar de obtener infeccion en las
ratas madres, no observaron infeccion congénita
en las crias, lo que podria deberse a la resistencia
natural de la rata a la infeccion por 7. cruzi. Por otra
parte, Carlier et al. (1987), Marques de Araujo &
Chiari (1996) trabajando con ratones cronicamente
infectados con 7. cruzi, y Jansen et al. (1994) con
faros (Didelphis marsupialis), no observaron este
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mecanismo de transmision del parasito a su progenie.
La unica referencia de infeccion congénita en ratones
en fase cronica, es la de Cunio et al. (1980), quienes
observaron formas amastigotas en el tejido fetal.

La transmision vertical de la infeccion
chagasica es mayor durante la fase aguda por la
presencia de tripomastigotes en la sangre materna.
Se ha sefialado que el parasito invade y se multiplica
en las células de Hofbauer de la placenta, que los
tripomastigotes son liberados posteriormente y
pueden alcanzar al embridn o feto por via hematdgena
(Bittencourt, 2000). Este mecanismo de transmision
ha sido investigado en animales experimentalmente
infectados con diferentes cepas de 7. cruzi, variando
el inéculo y la forma del parasito. Davila et al. (1994)
trabajando con ratas endogamicas infectadas con
1x10° tripomastigotes sanguicolas de 7. cruzi durante
la gestacion, demostraron que 5/67 (7,5 %) de las
crias procedentes de madres infectadas presentaron
parasitemias patentes y 5/15 hemocultivos positivos.
Igualmente, Moreno et al. (2003b) empleando
in6culos bajos de 1x10* formas metaciclicas de 7. cruzi
de origen canino, observaron transmision vertical del
parasito en 4/44 (9,1 %) crias procedentes de ratas que
cursaban esta fase aguda de la infeccion chagasica.
La transmision vertical también ha sido observado
en ratones C3H (Marques de Araujo & Chiari, 1996),
ratones C3H/HeN (Solana et al., 2000), ratones
NMRI (Moreno et al., 2003a) y en monos (Sullivan
et al., 1994). En el presente trabajo, los examenes
parasitologicos efectuados a las crias nacidas y
amamantadas por las madres bioldgicas cronicamente
infectadas, no mostraron formas sanguicolas de T.
cruzi en las muestras de sangre examinadas, a pesar
de que en una de las placentas se observd un nido
de amastigotes. Estos resultados concuerdan con la
opinion de Rassi et al. (1958) quienes, atin cuando
observaron parasitos en la placenta, no pudieron
comprobar la presencia de 7. cruzi en el recién
nacido. Posteriormente, Bittencourt (2000), sefiald
que la transmision transplacentaria parece depender
de factores ligados al parasito y al hospedador. La
autora sugiere que el epitelio trofoblastico que separa
la sangre materna del estroma y las vellosidades,
ademas de ofrecer una barrera mecanica, constituye
una barrera inmunologica. Por otra lado, se ha
sefalado que el pasaje transplacentario de 7. cruzi
también depende de la patogenicidad de la cepa y
de la actividad fagocitica en la placenta (Delgado &
Santos-Buch, 1978).
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El otro mecanismo de transmision de T
cruzi investigado, fue a través de la leche durante
el amamantamiento. Las crias de madres sanas,
que fueron amamantadas hasta el destete por ratas
cronicamente infectadas, no presentaron infecciones
patentes evidenciables por los métodos de diagndstico
parasitologico utilizados. En vista de la presencia de
anticuerpos anti-7. cruzi en las crias, podria pensarse
que los anticuerpos maternos transferidos pasivamente
restringen la parasitemia. Investigaciones llevadas a
cabo en mujeres cronicamente infectadas con 7. cruzi
y en animales infectados experimentalmente, no han
evidenciado la transmision del parasito por esta via
(Bittencourt, 1992; Marques de Araujo & Chiari,
1996; Amato Neto et al., 2000; Campos ef al., 1988).
Bittencourt et al. (1988) sefialaron que la transmision
de T. cruzi a través de la lactancia raramente ocurre
atn en casos con enfermedad de Chagas aguda.
Igualmente, Miles (1972) habia indicado que la
transmision del parasito por la leche materna era
extremadamente rara, debido a la dificultad de
la transmision oral. Estas observaciones fueron
corroboradas por Pinto et al. (1989) y por Moreno
et al. (2003b) quienes estudiando la transmision
congénita de la infeccion chagasica aguda en ratones
y ratas Wistar, no encontraron evidencias del pasaje
de T. cruzi a través de este medio.

Anticuerpos  humorales anti-7.  cruzi
fueron apreciados en los sueros de las ratas madres
cronicamente infectadas. Los titulos de anticuerpos
en las ratas gestantes aumentaron significativamente
al final de la gestacion, regresando después del parto
a valores similares a las ratas infectadas no prefiadas.
Este incremento de los Ac sigiere que se produjeron
cambios en la respuesta inmune de la madre, los
cuales son potenciados por los efectos paralelos de la
gravidez. Igualmente, fueron detectados importantes
niveles de anticuerpos especificos en los sueros de
las crias nacidas y amamantadas por sus madres
biologicas con infeccién chagasica crénica y en
las crias de madres sanas amamantadas por ratas
chagasicas.

Con la técnica de ELISA, los valores
porcentuales de los titulos de anticuerpos fueron
mayores, lo que indica la mayor sensibilidad de
la reaccion. Estos hallazgos, confirman que hubo
transmision pasiva de anticuerpos maternos anti-
T. cruzi via transplacentaria y a través de la leche a
su progenie, confiriéndole proteccion parcial contra
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infecciones por 7. cruzi (Apt et al., 1967, Pinto et al.,
1989; Carlier et al., 1992).

El estudio parasitologico del liquido
amnidtico no reveld formas flageladas del 7. cruzi en
este medio. No obstante, Moreno ef al. (2003a; 2006)
observaron dichas formas en el liquido amniotico
de ratones y en ratas en fase aguda de la infeccion
chagasica, tanto en muestras frescas como en el pool
sembrado en los tubos de cultivo NNN. Sefialan los
autores que la presencia de tripomastigotes en este
medio, es indicativo de una posible infeccion fetal.
En humanos, se han encontrado formas flageladas de
T cruzi en el liquido amnidtico de mujeres jovenes
con enfermedad de Chagas y se ha demostrado
la transmision transplacentaria del parasito a sus
hijos (Bittencourt et al., 1981; Nilo et al., 2000).
Es importante alertar a los médicos y enfermeras
sobre la presencia de formas infectivas de 7. cruzi
en este medio, a fin de evitar cualquier contacto con
el liquido amniodtico durante el momento del parto,
principalmente de mujeres procedentes de areas
endémicas para la enfermedad de Chagas.

El estudio histopatoldgico realizado a los
corazones y fragmentos de musculo esquelético
de las ratas chagasicas sacrificadas a término de
la gravidez, mostraron una miocarditis y miositis
focal con caracteristicas de cronicidad, destruccion
de algunas fibras musculares con discreta fibrosis y
persistencia de parasitos en el tejido muscular, similar
a la descrita por Moreno et al. (2005) en ratas Wistar
y Afiez et al. (1999) y Elias et al. (2003) en humanos
con enfermedad de Chagas cronica. En las secciones
del utero gravido se evidencié un moderado infiltrado
linfocitario en el miometrio y abundantes eosinoéfilos;
la presencia de estas células sugiere posibles efectos
de la infeccion por 7. cruzi asi como los efectos
inducidos por la gravidez.

La persistencia parasitaria también fue
evidente en una placenta, en donde se observd
un pequefio pseudoquiste a nivel del estroma y
vellositis de variable intensidad. La presencia de
nidos de amastigotes en la parte vascular de la
placenta, sugiere la posibilidad de infeccion fetal en
la fase cronica. Esto es posible que ocurra aunque la
placenta actie como una barrera contra infecciones
producidas por varias cepas de 7. cruzi, aun siendo
ellas altamente patdgenas (Delgado & Santos-Buch,
1978; Andrade, 1982). Por otro lado, Moreno et al.
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(2003a) y Carraro-Abrahao et al. (2000) observaron
en placentas de ratones NMRI y suizos infectados con
la cepas RAL y Y de T cruzi, un intenso parasitismo
y grandes nidos de amastigotes en el citoplasma
de las células gigantes del estroma, asi como
transmision vertical a su progenie en la fase aguda de
la infeccion. En placentas humanas se ha descrito una
placentitis chagasica, necrosis de las vellosidades del
epitelio trofoblastico, intenso parasitismo y células
inflamatorias abundantes. Este parasitismo placentario
no necesariamente tendria una estricta correlacion con
la infeccion fetal, dado que se han observado casos
de enfermedad de Chagas congénita sin el hallazgo
histolégico de 7. cruzi asi como nidacion placentaria
sin infeccion fetal (Bittencourt, 2000). Los resultados
también confirman las observaciones de Andrade
(1982) y Delgado & Santos-Buch (1978), quienes
sefalaron que cepas de 7. cruzi de diferente origen,
presentan distinto tropismo por la placenta, por lo que
la transmision congénita dependeria de la virulencia
(capacidad de proliferacion) ¢ histotropismo de la
cepa del parasito asi como de la capacidad fagocitica
de los macrofagos de las vellosidades placentarias.
Técnicas moleculares han demostrado que diferentes
cepas y clones de 7. cruzi presentan diferencias en
tropismo hacia los tejidos del hospedador vertebrado
(Vago et al.,1996; 2000; Macedo et al., 2002). De
conformidad con esta proposicion, la cepa Y de T
cruzi mantiene un tropismo placentario evidenciable
por los resultados observados, mientras que otras
cepas estudiadas en nuestro laboratorio tendrian
un bajo o inexistente tropismo placentario, lo cual
explicaria en parte la diferencia en la transmision
vertical del parasito (Moreno et al., 2003b; 2005).

La presencia de focos inflamatorios en
la masa muscular cardiaca y esquelética de las
crias nacidas de madres chagasicas y las crias de
madres sanas amamantadas por madres infectadas,
posiblemente se deba a la accion de los anticuerpos
maternos anti-7. cruzi transferidos pasivamente por
via transplacentaria y por la leche materna, mas que
a la presencia de tripomastigotes de 7. cruzi, ya que
estas formas parasitarias no fueron detectadas a través
de los examenes parasitologicos empleados.

Es importante sefialar que dada la posibilidad
de control de la transmision vectorial, la transmision
vertical adquiere mas importancia, ya que en los
paises donde se ha controlado o no hay transmision
vectorial este seria el principal factor, conjuntamente
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con la transmision por transfusiones sanguineas,
de nuevas infecciones por 7. cruzi. Finalmente, es
necesario conocer y entender los factores que pueden
incidir en las variaciones observadas en la transmision
congénita del parasito, entre ellos la patogenicidad
de la cepa, las formas del parasito y el tamafio del
indculo utilizado.

Research on vertical transmission of
Trypanosoma cruzi in chronically infected
Wistar rats.

SUMMARY

We give the results of an experimental study
on possible vertical transmission of Trypanosoma
cruzi in chronically infected Wistar rats. The progress
of the infection was evaluated before, during and
after parturition with parasitological, serological
and histopathological tests. Infected virgin rats and
healthy gestating rats were used as control. Direct
parasitological examinations of blood samples, blood
cultures and xenodiagnosis carried out on mothers
and offspring did not reveal patent or sub-patent
parasitemias. At the same time, serological tests
with IIF and ELISA on virgin rats (A) and infected
gestating rats (B) and offspring showed specific anti-
T. cruzi antibodies in 100 % of infected mothers and
26.2 and 44.6 % of offspring, while the figures for
healthy offspring nursing from infected mothers was
41.6 and 83.3 %. Histopathological tests showed
slight parasitic persistence in cardiac, skeletal muscle
and in stroma from a placenta; discrete myocarditis
and myositis with features of chronicity; moderate
inflammatory infiltrate without parasitism in the
uterus, umbilical cord and mammary glands. These
results suggest that fetal infection is possible in Wistar
rats with chronic chagasic infection. There follows
a discussion of the factors that might produce the
variations noted in congenital 7. cruzi transmission,
including the pathogenicity of the strain, the parasite
forms used and the amount inoculated.

Keywords: Trypanosoma cruzi, vertical transmission,
Wistar rat, chronic infection.
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Evaluacion de factores de reproduccion para detectar posible
contaminacion genética en cepas consanguineas de ratones

Rosa De Jesis' & Elizabeth Torres?

Las cepasconsanguineasderaténsonusadasenlainvestigacion biomédicaporcaracteristicas
tales como la homocigosis y la isogenicidad las cuales son el producto de apareamientos de hermanos
con hermanas, procedentes de una pareja ancestral, por mas de veinte generaciones consecutivas,
estas caracteristicas se mantienen durante mucho tiempo, mientras se mantengan los esquemas
especificos en los sistemas de crias y el ambiente se mantenga estandarizado. La integridad del
genoma de estas cepas puede verse alterada por problemas de contaminacion genética, mutaciones
ylo por la deriva genética. La contaminacion genética es el problema mas comun de alteracién del
genoma en colonias de produccion. La evaluacion de algunos factores de la produccion pueden
ser usados como alerta de contaminacion genética. Si después que éstos han sido evaluados, se
sospecha que en la cepa existe alteracion del genoma, es recomendable aplicar cualquier técnica
especifica de laboratorio. En el presente estudio fueron evaluados algunos de los parametros de
produccion de las colonias de cepas de ratones consanguineos producidas en Venezuela, tales
como: condiciones de alojamiento, esquemas de reproduccion, el parametro zootécnico: nimero
de crias por camada. Los resultados de esta evaluacién condujeron a recomendar el analisis de
marcadores moleculares como los microsatélites que son los mas apropiados para este proposito.

Palabras claves: cepas de ratones consanguineos, contaminacion genética, parametros reproductivos.

INTRODUCCION

El raton es un biomodelo adecuado para la
investigacion biomédica por caracteristicas como:
su alta fertilidad, su capacidad de proliferacion, el
tamafio conveniente, su corto periodo de gestacion, su
mantenimiento econémico, la susceptibilidad a ciertas
enfermedades, la facil produccion bajo condiciones
controladas y la tolerancia a la consanguinidad, entre
otras (Festing, 1993; The Jackson Laboratory, 2003,
Benavides & Guénet, 2003). Las cepas consanguineas
de raton han sido base fundamental para el logro
de grandes avances a nivel de las areas de la
biomedicina. Se considera una cepa consanguinea de
acuerdo a las reglas adoptadas por el Comité sobre
la Nomenclatura Genética Estandarizada para el
Ratoén en el afio de 1978 (Green ef al., 1981; Lyon et
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al., 1996; Festing,1982; 1993), aquella en la cual se
han apareado hermanos con hermanas por veinte o
mas generaciones consecutivas y es derivada de una
sola pareja reproductora ancestral, lo que conlleva
a que éstas presenten un factor de consanguinidad
de aproximadamente 98,7% (F=98,7%); este valor
alcanza el 100% (todos los loci homocigotos)
en aquellas cepas con mas de 150 generaciones
(Benavides & Guénet, 2004). El genoma de los ratones
consanguineos puede presentar alteraciones, debido
a: la contaminacion genética; la mutacion espontanea
y a la deriva genética (Nomura et al.,1984; Silver,
1995; Bailey, 1982).

Para garantizar que una investigacion reali-
zada con ratones consanguineos, presente resultados
reproducibles y por tanto tenga validez cientifica,
es necesario que ¢éstos posean las caracteristicas
establecidas por el estdndar internacional para la
cepa referida. Es decir, si un investigador sefiala
que su experiencia ha sido realizada con ratones
BALB/c, éstos deben tener las caracteristicas
genéticas seflaladas para esta cepa; la condicion de
contaminacion genética que altera su patrimonio
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genético conducira a resultados no reproducibles. Es
indispensable, por tanto, que se mantengan programas
de control de la calidad genética en los bioterios de
produccion. Estos son conocidos como programas de
control genético o monitorizacion genética; los cuales
son un conjunto de técnicas que permite verificar si
los animales mantienen las caracteristicas genéticas
originales de la cepa a la cual pertenecen a través
del tiempo, o si han sufrido algiin cambio debido a
una contaminacion genética. El fundamento de tales
programas es el de analizar caracteres cualitativos o
cuantitativos (enzimas, marcadores inmunologicos,
marcadores de ADN) y compararlos con valores de
referencia establecidos internacionalmente para la
cepa consanguinea analizada. En todos los casos
se trata de utilizar marcadores lo suficientemente
polimérficos entre las cepas como para detectar
apareamientos accidentales (Festing, 1990).

Diferentes marcadores han sido usados con
este fin: bioquimicos (Bonhomme et al., 1983; West et
al., 1985; Kahan et al.,1987); inmunologicos (Festing
& Totman, 1980); del color del pelaje, injertos de piel
(Silvers & Gasser, 1973; Matthew et al., 2000), de
caracteres morfologicos y marcadores de ADN. Dentro
de estos ultimos los mas utilizados en los controles
de la calidad genética de las cepas consanguineas
son los microsatélites, aunque actualmente ya se ha
desarrollado un panel de 28 SNP’s (en inglés: single
nucleotide polymorphisms) que estan siendo usados
en el control genético (Petkov et al., 2004a,b), sin
embargo éstos por su alto costo, son dificiles de
establecer.

En los programas de control genético
no deben olvidarse el analisis primario de las
condiciones de la produccion de las cepas y el de los
parametros reproductivos, los cuales deben ser parte
del registro normal de las colonias de produccion de
ratones consanguineos, los mismos aportan mucha
informacion que en caso de diferir de los promedios
establecidos para las diferentes cepas pueden alertar
sobre alteraciones del genoma que pueden ser
corroboradas con pruebas especificas de laboratorio,
tales como, el analisis de marcadores moleculares
(Festing, 1993; Silver, 1995; Benavides & Guénet,
2003). Dentro de los parametros reproductivos los
promedios de productividad o funcion reproductiva de
las diferentes cepas son indicadores muy valiosos de
la pureza genética de las cepas consanguineas, ya que
éstos son caracteristicos de cada cepa (Silver, 1995;
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Benavides & Guénet, 2003). Un importante factor
de alerta de contaminacion genética de la colonia
sera entonces la deteccion de camadas que difieran
ampliamente del promedio calculado para cada cepa
(Nomura et al., 1984; Benavides & Guénet, 2003).

En Venezuela se producen cuatro cepas
consanguineas de ratones: BALB/c, C57BL/6, DBA/2
y C3H/He. La cepa BALB/c se produce en cuatro
bioterios, ésta es una de las cepas mas usadas en la
investigacion del pais; la cepa C57BL/6 se produce
en tres bioterios, ésta cepa es la segunda cepa
consanguineaderaton masutilizadaenlainvestigacion
del pais de acuerdo a informacién obtenida en la
direccion electronica: http://www.asovac.org.ve, de
las reuniones cientificas de la Asociacion Venezolana
para el Avance de la Ciencia (ASOVAC) en el periodo
2000-2004. Las cepas DBA/2 y C3H/He, se producen
un solo bioterio y de acuerdo a la consulta realizada
en la direccidon electronica de la ASOVAC, no se
encontraron reportadas éstas cepas.

MATERIALES Y METODOS

La poblacion estudiada comprendid las
colonias de fundacion de las cepas consanguineas
de ratones BALB/c, C57BL/6, DBA/2 y C3H/He
producidas en cuatro bioterios diferentes del pais.

En este estudio analizamos algunos
de los factores que afectan la produccion de las
cepas consanguineas, los cuales pueden alterar las
caracteristicas de homocigosis e isogenicidad. Entre
estos factores tenemos: la procedencia de las cepas,
la separacion fisica de los ambientes en los cuales se
producen las diferentes cepas consanguineas dentro
de los bioterios, el manejo de los diferentes esquemas
de apareamiento, el tiempo de generaciones en cada
Bioterio y el parametro zootécnico: numero de crias
nacidas por camada. Los datos para éste analisis fueron
recolectados en visitas realizadas a los diferentes
bioterios. En el momento de la recoleccion de estos
datos, se observo si existia la separacion fisica de las
areas de produccion y mantenimiento y la existencia
de barreras fisicas, entre los distintos nucleos de
fundacion existentes dentro de cada Bioterio. Se
solicitd informacidn acerca de los datos de procedencia
de las cepas y los datos del nimero de generaciones
que tenian las cepas dentro de cada Bioterio para el
momento. Se recolectaron los datos correspondientes
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al nimero de crias nacidas por camada para cada
cepa de los reportes que existian, en el momento
de la visita, registrados en las diferentes tarjetas
de registro ubicadas en cada caja de reproduccion,
ésta fue una muestra aleatoria tomada de esta forma
debido a que existen bioterios que no mantienen
registros de este parametro zootécnico, a pesar de
esto, los datos recolectados sirvieron para dar una
vision del comportamiento de cada cepa en relacion a
este parametro zootécnico, el cual es importante en el
control genético de las cepas consanguineas de raton.
En relacion al parametro reproductivo: niimero de
crias nacidas por camada, se aplico el analisis de la
varianza para un disefio completamente aleatorizado,
segun el modelo:

y;=n+1,+te,, dondee, ~N(0, 0%

donde :

Y : es la ij — ésima observacion (es la variables
respuesta o nimero de crias por camada)

u : es la media general de todas las observaciones

T, : representa el efecto del factor A (Bioterios) para
i=1,2,34

&, : representa el error.

Se midieron las diferencias significativas en
el nimero de crias por camada (variable respuesta),
considerando a las cepas BALB/c producidas por los
cuatro bioterios y a las cepas C57BL/6 producidas por
los tres bioterios, estudiados. Las hipotesis a probar
son las siguientes:

1. Cepa BALB/c
H: pA=pB=pC=puD=pE
H,: pA# pB #puC# ubD # uE

2. Cepa C57BL/6
H,: pA=pC=puD
H,: pA#uC#ubD

Se determind la homogeneidad en los datos
obtenidos en los diferentes bioterios, para lo que se
realizé la prueba de Bartlett. También, se realizo el
analisis a posteriori mediante la prueba de Turkey para
observar las diferencias verdaderamente significativas
entre las medias poblacionales de los bioterios que
producen la cepa BALB/c. El analisis de varianza no
fue realizado para los datos de las cepas DBA/2 ni
C3H/He, debido a que éstas solo se producen en un
bioterio.
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Para observar la existencia de diferencias
estadisticamente significativas en los promedios
del ntimero de crias nacidas de las cuatro cepas de
ratones consanguineos analizadas con los promedios
reportados por la base de datos de The Jackson
Laboratory (2003), se aplicoé el analisis de la
distribucion ¢-Student. Las hipotesis a probar fueron
las siguientes:

Cepa BALB/c
1.H=5
2. H;: no todas son p=5

Cepa C57BL/6
1. H=6
2. H;: no todas son p=6

Cepa DBA/2
1. H=4
2. H;: no todas son p=4

Cepa C3H/He
1. HO=5
2. H;: no todas son p=5

El procesamiento de la informacion fue
realizado mediante el software estadistico Statistics
Analysis System (SAS version 8.2 bajo UNIX,
instalado en el Centro Nacional de Calculo Cientifico
de la ULA (CecalcUla), ejecutado remotamente desde
el Instituto de Estadistica Aplicada y Computacion
(IEAC), de la Facultad de Ciencias Econdmicas y
Sociales de la ULA). El analisis de los esquemas
de produccion de los sistemas de cria se realizd
comparando el esquema propuesto por The Jackson
Laboratory (2003), con el esquema que siguen para
la produccion de los ratones consanguineos, cada uno
de los bioterios analizados.

RESULTADOS

Los datos sobre la produccion relacionados al
lugar de procedencia, las condiciones de alojamiento,
el tiempo de permanencia de las cepas en los diferentes
bioterios (tiempo de generaciones) y el nimero de crias
por camada, se encuentran tabulados en la Tabla I.

En ésta se puede observar que sélo el bioterio
B y el bioterio D mantienen cepas de procedencia de
bioterios nacionales, pero éstos ultimos adquirieron las
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cepas en laboratorios internacionales reconocidos los
cuales ofrecen certificados de calidad de los animales.
Presenta también la tabla que las cepas producidas en
el bioterio A, una de las cepas BALB/c producidas en
el bioterio B y las cepas que se producen en el bioterio
D se encuentran en via de consanguinidad y el resto
de las cepas que se producen en el pais tienen mas
de veinte generaciones, indicando que éstas pueden
considerarse consanguineas de acuerdo a la definicion
de las mismas. Por otro lado, se puede observar en la
tabla que solamente el bioterio B mantiene alojadas
las cepas en condiciones que garantizan que no
exista contaminacion genética, pues se mantienen en
aisladores.

En el analisis del nimero de crias nacidas por
camada, se determind la homogeneidad de los datos
usando la Prueba de homogencidad de Bartlett el
resultado se presenta en la Tabla II, observandose que
no existen diferencias significativas estadisticamente,
lo cual permite que los datos puedan ser procesados
mediante un analisis de varianza.

El ANOVA se realizd con la finalidad de
detectar diferencias significativas en el niimero de
crias entre los bioterios. La Tabla III muestra los
resultados de los analisis de varianza de una sola
via para los datos de las cepas BALB/c 'y C57BL/6.

Los datos de la cepa BALB/c presentaron diferencias
significativas (a= 0,05) para el nimero de crias
nacidas por camada, en los efectos principales, es
decir en relacion al bioterio en el cual se produce;
lo cual podria evidenciar que existen diferencias
significativas en el nimero de crias nacidas por
bioterio. Debido a esto fue preciso realizar un analisis
“a posteriori” con la finalidad de determinar cual
bioterio produce ladiferencia. El procedimiento usado
fue el de comparaciones multiples de Turkey (Wayne,
1997). A fin de averiguar si el numero de crias de los
bioterios se ajustan a los estandares internacionales
(Tabla I), se utilizo la t-Student, para cada bioterio
segun el estandar. Los resultados del procesamiento
de la informacion mediante este test se presentan en
la Tabla IV.

En ésta se observan diferencias significativas
para la cepa BALB/c producida en el Bioterio B
(cepa producida en el bioterio B de procedencia
internacional), para el Bioterio D (cepa producida
en el Bioterio C) y para el Bioterio E. Para la cepa
C57BL/6 se observan diferencias significativas para
los Bioterios Ay C. En relacion a las cepas DBA/2y
C3H/He ambas presentan diferencias significativas.

Posteriormente, analizamos los esquemas de
produccion, la finalidad fue comparar la estructura

Tabla I. Datos sobre: Procedencia de las cepas consanguineas, Tiempo de generaciones, Promedio de
Numero de crias nacidas por camada y Condiciones de alojamiento.

Tiempo de Promedio de Promedio
. . . P . Numero de caracteristico de  Condiciones de
Bioterios Cepas Procedencia Generaciones . . . . L
; crias nacidas/ Numero de crias alojamiento
(generaciones) .
camada nacidas/camada

A BALB/c CENPALAB 18 5,53 5 Aislador

C57BL/6 CENPALAB 18 4,58 6 Aislador

B BALB/c Laboratorio 20 6,27 5 Cubiculo

Taconic

BALB/c Bioterio A 1 5,11 5 Cubiculo

C BALB/c Laboratorios 43 3,35 Cubiculo
Charles Rivers

C57BL/6 Laboratorios 45 4,87 6 Cubiculo
Charles Rivers

DBA/2 Laboratorios 39 7,34 4 Cubiculo
Charles Rivers

C3H/He Laboratorios 28 6,8 5 Cubiculo
Charles Rivers

D BALB/c Bioterio C 28 3,78 Cubiculo

C57BL/6 Bioterio C 18 5,29 Cubiculo

164 BOLETIN DE MALARIOLOGIA Y SALUD AMBIENTAL



Tabla ll. Prueba de homogeneidad de Bartlett.

R. De Jesus & E. Torres

Cepa Fuente Grados de libertad (Df) 1 P
BALB/c Bioterio 6.8207 0.1457
C57BL/6 Bioterio 9.0513 0.1080

del esquema de los sistemas de produccion planteado
internacionalmente para estas cepas, el cual minimiza
las probabilidades de contaminacion genética, con la
estructura de los esquemas que siguen los diferentes
bioterios nacionales, de no cumplirse éste cualquier
estudio de control genético posterior no tendria
validez, debido a que si una produccién de cepas
consanguineas de ratones no esta estructurada como
se ha planteado, dificilmente los ratones producidos
podran tener la pureza genética caracteristica de la
cepa referida. Cuando se desarrolla y mantiene una
colonia de cepas de ratones consanguineos se debe
seguir una producciéon estructurada en un nucleo
de fundacion, un nucleo pedigri de expansion y un
nucleo de produccion.

Dentro de la estructura establecida para el
nucleo de fundacion, generalmente, éste esta formado
por varias parejas reproductoras (apareadas en forma
monogamica) las cuales forman lineas separadas;
éstas parejas proceden de una sola pareja reproductora
(pareja ancestral). Al comparar los esquemas de
produccion de los cuatro bioterios estudiados,
solamente el Bioterio B es algo diferente, debido a
que, hasta el momento de la toma de datos, el esquema
que se seguia para la produccion de los ratones de
las cepas consanguineas mantenia diez unidades
contentivas de varias parejas, las cuales pudiesen ser
consideradas como lineas, sin embargo, para realizar
el reemplazo de las parejas reproductoras con las

crias del tercer o cuarto parto, se intercambiaban
los animales entre lineas (unidades). El resto de los
bioterios siguen esquemas para la produccion de los
ratones similares a los planteados internacionalmente,
lo que garantiza un buen manejo de la produccion.

DISCUSION

El analisis de los factores de produccion
realizado fundamenta y justifica un estudio de control
genético a nivel de técnicas de laboratorio. Las cepas
consanguineas de ratones que se producen en el pais
proceden de laboratorios en los cuales certifican
la calidad genética de los mismos, mantienen los
esquemas de los sistemas de produccion en la forma
comoesplanteadainternacionalmente enlaproduccion
de estas cepas; otro dato de interés es que las cepas
que se producen en el pais deben tener un porcentaje
de consanguinidad aproximado a F=98,7%, pues, en
su mayoria cuentan con las veinte generaciones de
apareamientos sucesivos entre hermanos, tal como lo
especifica la definicion de estas cepas; a pesar de esto,
se puede sospechar de alguna contaminacion genética
debido a que cuando se analiza el parametro nimero
de crias nacidas por camada mediante la prueba ¢-
Student se puede observar que existen diferencias
significativas estadisticamente con respecto al
estandar internacional del nimero de crias nacidas
por camada en las cepas producidas en el pais.

Tabla lll. Analisis de varianza para las cepas BALB/cy C57BL/6.

Fue.nte. ,de Suma de Cuadrados Gr‘ados de Cuadrados Medios F P
variacion libertad
Bioterio 301,9255 4 75,4814 17,16  <.0001 *
BALB/c Error 923,9069 210 4,399
Total correcto 1225,8325 214
Bioterio 10,08602 2 5,043 1,37 0,259
C57BL/6 Error 331,6129 90 3,684
Total correcto 341,6129 92

P: calculado con o= 0,05; * : La diferencia es altamente significativa.

Aclaratoria: En el estudio realizado solo se analizan cuatro bioterios, sin embargo, como el bioterio B mantiene en produccion dos cepas BALB/c de diferente
procedencia, cuando se realiza el analisis de los datos de esta cepa se hace mencion de cinco bioterios (A, B, C, D y E), con la finalidad de hacer un mejor
manejo del programa usado, esta observacion es solo para el analisis de la cepa referida; de manera que, cuando se hace referencia en la Tabla IV, a los bioterios
By C se habla del mismo bioterio B (B - cepa de procedencia internacional y C - cepa de procedencia nacional), refiriéndose a cada una de las cepas que en éste
se producen; cuando se hace mencion de D se refiere al bioterio C y cuando se hace mencion a E se refiere al bioterio D, igualmente es valida esta aclaratoria
para los datos presentados en los anexos E y G.
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Evaluacion de factores de reproduccion en cepas de ratones

Tabla IV. Analisis t-Student para las cepas BALB/c, C57BL/6, DBA/2'y C3H/He.

. Desviacion .
Copn  Bowr ISR emaar SR Jmm e
BALB/c A 43 5.91 2.02 0.31 2.92 42 0.0053
B 43 6.81 2.52 0.38 472 42 <.0001 *
C 43 5.67 2.21 0.34 2.000 42 0.0520
D 43 3.58 1.74 0.26 -5.361 42 <.0001 *
E 43 4.16 1.91 0.29 -2.868 42 0.0064 *
C57BL/6 A 31 4.48 1.93 0.35 -4.374 42 0.0001 *
C 31 4.87 1.34 0.24 -4.708 42 <.0001 *
D 31 5.29 2.36 0.42 -1.678 42 0.1038
DBA/2 C 19 7.32 2.1 0.48 6.851 42 <.0001*
C3H/He C 20 6.80 0.62 0.14 13.077 42 <.0001*

P: calculado con a = 0,05; *: La diferencia es altamente significativa

El parametro zootécnico nimero de crias
nacidas por camada esta determinado genéticamente
y cualquier alteracion del mismo puede conllevar a
sospechar de una contaminacién genética (Nomura
et al., 1984; Silver, 19995; Benavides y Guénet,
2003). Este resultado puede ser reforzado cuando
se observan las condiciones de alojamiento en las
cuales se encuentran las cepas en la mayoria de los
bioterios, los cuales no presentan barreras efectivas de
separacion entre las diferentes cepas que se producen
en éstos, lo que aumenta la probabilidad de sospechar
la presencia de contaminacion de éstas cepas.

Ante esta situacion se recomienda la
planificacion y ejecucion de un control genético
(Control tipo II) para garantizar que no existe
contaminacion genética de las cepas y que las
diferencias  estadisticamente  observadas  son
producto probablemente de mutaciones o problemas
nutricionales. Este control genético estd dado por
el estudio de marcadores moleculares polimorficos,
entre los cuales se pueden usar los microsatélites los
cuales son considerados una herramienta valiosa para
tal proposito.

Evaluation of reproductive parameters for
genetic contamination in mouse strains
inbred.

SUMMARY

Inbred strains of mice are used in biomedical
research because characteristics such as homozygosis
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and isogenicity which result from mated brother
and sister, descendants of an original pair for more
than twenty consecutive generations. The genome
integrity of these strains can be altered by genetic
contamination, mutations and genetic drift. Genetic
contamination is the most common problem affecting
the genome of the animals of production colonies. The
evaluation of some production factors can be used
as warning of genetic contamination. If, after these
production factors have been evaluated, it seems that
there is genome alteration in the strain, it is advisable
to apply any specific laboratory technique. In the
present study some of the production parameters
of the colonies of inbred strains of mice bred in
Venezuela were evaluated; these are: conditions
of the animals quarters, reproductive zootechnic
parameters; number of offspring per litter. Results of
this evaluation led to recommending the analysis of
some molecular markers as microsatellites that are
the most appropriate technique for this purpose.

Key words. Mouse strains inbred,
contamination, reproductive parameters

genetic
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Diagnostico del sistema de recoleccion de desechos generados en el

Hospital Ruiz

y Paez, Ciudad Bolivar, estado Bolivar, Venezuela

Glacelidys Rodriguez'", Neil Mago? & Victor Mora Arellano®

El manejo inadecuado de los desechos solidos procedentes de los centros hospitalarios,
esta considerado como uno de los principales factores de riesgo ocupacional, fundamentalmente
por el caracter infeccioso de los desechos Tipo B y la presencia de objetos punzo-cortantes
(Desechos Tipo C). Por ello, la presente investigacion analitica y descriptiva, tiene como objetivo
diagnosticar el manejo actual de los desechos generados en el Hospital Ruiz y Paez, estado Bolivar
Venezuela, mediante inspecciones realizadas en forma aleatoria a las diferentes areas de servicio
del hospital en referencia, la aplicacion de una encuesta al personal de saneamiento y asistencial y
la toma de fotografias. Se evidencio que no se cumple el 79,17% del Decreto 2.218 “Norma para la
Clasificacion y Manejo de Desechos en Establecimientos de Salud”, el 100% del personal asistencial
y saneamiento encuestado, no ha recibido capacitacion para el manejo de los desechos peligrosos
e infecto-contagiosos. En el 2004-2005, se han registrado 31 accidentes laborales por objetos punzo
cortantes. A partir de la informacion obtenida, se propone la necesidad de instituir un nuevo sistema
de recoleccion y disposicion final de los desechos generados. Para el establecimiento y consecucion

del sistema, se recomienda la incorporacion y adiestramiento de toda la comunidad hospitalaria.

Palabras claves: Desechos médicos, disposicion de residuos médicos, riesgo ocupacional.

INTRODUCCION

Los centros hospitalarios como instalaciones
destinadas a proteger y mejorar el nivel de salud,
paradodjicamente presentan factores de riesgo de
mucha importancia y trascendencia en la transmision
de infecciones a pacientes, trabajadores, visitantes
y miembros de la comunidad, pudiendo ocasionar
repercusiones serias en la sociedad y el ambiente.

El manejo inadecuado de los desechos
producidos en los centros de salud, conlleva
riesgos tales como lesiones con objetos punzo-
cortantes contentivos de fluidos y materiales
infecto-contagiosos, facilitando la transmision de
enfermedades intrahospitalarias, con el aumento
en el nimero de dias de hospitalizacion, costos
de tratamiento y la morbi-mortalidad; asi como
repercusiones econdmicas por incapacidad laboral,

! Unidad de Estudios Basicos. UDQO, estado Bolivar - Venezuela
2 Escuela Ciencias de la Salud. UDO, estado Bolivar - Venezuela
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sin considerar los impactos negativos que se podrian
presentar en el ambiente (Villena ef al., 1994; Mata
et al., 2004; Gonzalez, 2005).

En lo que respecta a Venezuela, la
clasificacion y manejo de los desechos generados
en los establecimientos en el sector salud, humana o
animal, esta regulada por normas técnicas descritas
en el Decreto Presidencial N° 2.218 publicadas en
Gaceta Oficial N° 4.418, (1992), con la finalidad de
prevenir la contaminacion e infeccion microbiana en
usuarios, trabajadores y publico en general, asi como
su diseminacion ambiental, ya que puede afectar la
calidad de los diferentes ecosistemas (atmosfera,
suelos, aguas superficiales y subterraneas) y la
biodiversidad que los constituyen.

Segun este decreto, los desechos hospitalarios
se clasifican en desechos comunes o Tipo A,
correspondientes a papeles, cartones, componentes
de barrido generados en la limpieza, siempre y
cuando no hayan estado en contacto con los desechos
Tipo B, C, D y/o E. Los desechos Tipo B son los
potencialmente peligrosos, y corresponden a aquellos



Sistema de recoleccion de desechos en un hospital en el estado Bolivar, Venezuela

materiales que puedan resultar contaminados por su
ubicacién, contacto o cualquier otra circunstancia.
Los desechos infecciosos o Tipo C son por su
naturaleza, ubicacion, exposicion, contacto o por
cualquier otra circunstancia contentivos de agentes
infecciosos y/o patogenos. Los desechos orgéanicos
y/o bioldgicos o Tipo D son todas aquellas partes o
porciones extraidas de seres humanos y animales;
por ultimo, los desechos especiales o Tipo E, son
productos y residuos farmacéuticos o quimicos,
material radioactivo y liquidos inflamables.

Dado que, en los centros de salud publica
(Hospitales y Ambulatorios) y privada (Clinicas) del
estado Bolivar no se cumplen a cabalidad las normas
técnicas del referido Decreto para la clasificacion
y manejo de desechos en establecimientos de
salud (Mora et al, 2004; Suarez et al., 2005),
se torna indispensable llevar a cabo un orden de
procedimientos y medios materiales que permitan
mejorar la calidad ambiental en relacion con la
segregacion de los desechos generados.

Considerando lo anteriormente descrito y
dado que, en la literatura revisada son escasos los
trabajos de investigacion publicados y relacionados
con el manejo y disposicion final adecuada de los
desechos producidos en los centros de salud en el
ambito nacional y en particular en la Region Guayana,
se plantea como objetivo principal diagnosticar el
manejo actual de los desechos solidos en el Hospital
Ruiz y Paez de Ciudad Bolivar — estado Bolivar, con
el propdsito de controlar y reducir con seguridad y
eficiencia los riesgos asociados a la salud y al manejo
de los desechos hospitalarios infecciosos, por medio
de la planificacion de procedimientos técnicos para
lograr su correcta segregacion y disposicion, con la
participacion activa de los miembros de la comunidad
hospitalaria para el logro de un buen saneamiento
ambiental y calidad de vida.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion fue de tipo descriptiva y
analitica. El estudio se realiz6 en el Hospital Ruiz y
Paez (Tipo V), ubicado en la Av. Germania, Ciudad
Bolivar - estado Bolivar, entre las coordenadas
U.T.M. N: 897.500 y 900.000; E: 440.000 y 442.000.
Escala 1:25000 (MINFRA, 2000). Forma parte del
Complejo Hospitalario Universitario Ruiz y Paez,
constituye los tres (3) primeros sectores de este
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complejo y esta integrado por 20 areas de servicio.
Actualmente, cuenta con 355 camas operativas de
hospitalizacion, su capacidad de consulta externa
puede alcanzar las 4.500 personas por dia y tiene
aproximadamente 1.200 trabajadores diarios.

Para el diagnostico del manejo de los
desechos solidos intrahospitalarios (DSI), se procedid
en primera instancia, con la identificacion de las
diferentes areas de servicios, niimero de camas y
tipo de desechos que cada area genera, evaluando la
situacion actual con base en el Decreto 2.218. Para
ello, se diseiid y utilizé una lista de verificacion de
conformidad con la normativa vigente (Tablas I y
).

La obtencion de la data se realiz6 en el
lapso comprendido entre abril 2005 a febrero de
20006, a través de inspecciones realizadas en forma
aleatoria a las areas de servicio, 4 dias a la semana
en los turnos de trabajo: 7:00 am a 1:00 pm; 1:00
pm a 7:00 pm. En las cuales se evidenci6 las rutas
y horarios de limpieza, asi como las rutinas del
personal asistencial para el descarte de los desechos,
enfocando la mayor atencion en los objetos punzo-
cortantes (Tipo C) y los desechos bioldgicos (Tipo
D), debido a su potencial patogénico. La informacion
fue sistematizada y analizada en las planillas antes
sefaladas para determinar el grado de cumplimiento
de la normativa.

Adicionalmente, se tomaron fotografias
empleando una camara digital y se aplicaron encuestas
al personal asistencial y al de sancamiento, para
determinar el nivel de conocimiento que presentan en
relacion al manejo de los DSI, basado en el Manual
para el Manejo de Desechos en Establecimientos de
Salud, promovida por la Fundacioén Natura y el Centro
Panamericano de Ingenieria Sanitaria y Ciencias del
Ambiente (Zabala, 1998). Para determinar el numero
de encuestas a aplicar se empled la siguiente formula
estadistica, segin lo descrito por Milton & Tsokos
(2001).

. K2 N.p.q
S (@N)+ (K% p.q)

Donde:

K = constante de distribucion con probabilidad Z,
cuyo valor es (2,58)% cuando la confiabilidad es de
99%
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Tabla I. Segregacion de los desechos sélidos en el

Bolivar — estado Bolivar.

G. Rodriguez et al.

area de generacion. Hospital Ruiz y Paez, Ciudad

Area:

Encargado del area:

N° total de camas:

Investigador a cargo:

Camas Ocupadas (%):

Fecha:

Tipos de
desechos

@ Comunes

@ Infecciosos

Desechos

generados

OEnvases con tapa | Recipiente: Baldes:
Bolsas: OAccionado a pedal [OTapas Herméticas
OTamafio adecuado |OLogo de Desechos Médicos y asa
Caracteristicas |OPolietileno opaco e |Oldentificado con letras rojas 20 - 50 cm | OPolietileno de alta
de los impermeable OlIndividuales para punzo-cortantes densidad ,
. . ) Segun su
Recipientes |OEspesor de 0,08 Bolsas: Bolsas: naturaleza
segun Decreto mm OPolietileno blancas opacas de 0,1 mm  |OPolietileno de 0,1
Ley 2.218 de espesor mm
OSoldadas térmicamente en el fondo OEn cajas de
cartén corrugado
OCierre Hermético
Observaciones
acerca de los
recipientes

B Cumple con la caracteristica senalada

N = tamafo de la poblacion

e = error (0,01), es decir, 99% de confiabilidad

p = probabilidad de que ocurra un evento (50%)

q = probabilidad de que no ocurra un evento (50%)

El Hospital Ruiz y Paez, para el momento en
el que se realizod el estudio, presentaba 133 personas
adscritas al personal de Saneamiento Ambiental, donde
se incluye al personal fijo, contratado y suplentes.
Dentro de esta poblacion (133 individuos), se tomo
una muestra aleatoria de 74 personas, para alcanzar
una confiabilidad del 99%, segtin calculos realizados
con la féormula antes citada. El personal asistencial
se encontraba conformado por 200 enfermeras, de las
cuales fueron encuestadas un total de 91, siguiendo
los mismos criterios estadisticos que el caso anterior.

Finalmente, se recabd informacion acerca
del nimero de accidentes laborales producidos
durante el periodo 2004-2005 en este centro de salud,
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[0 No cumple con la caracteristica

N No se logro obtener informacion

por medio de la revision de las historias médicas
manejadas por el Departamento de Epidemiologia del
Hospital “Julio Criollo Diaz” (Hospital del Torax),
también perteneciente al Complejo Hospitalario Ruiz
y Péez, por ser esta la unica dependencia en donde
son remitidos y registrados los diferentes casos de
enfermedades y accidentes ocupacionales.

RESULTADOS

Manejo actual de los desechos generados en el
Hospital Ruiz y Pdez

En el total de las areas de servicio del centro
de salud estudiado, se producen desechos solidos
en volumenes y caracteristicas variables, segin la
complejidad y las especialidades existentes en el
area, la tecnologia empleada, el nimero de pacientes
atendidos y el uso de material desechable, entre otros
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Tabla Il. Manejo de desechos sélidos segun el area de generacion. Hospital Ruiz y Paez. Ciudad Bolivar

- estado Bolivar.

Area:

Encargado del area:

N° total de camas:

Investigador a cargo:

Camas Ocupadas (%):

Fecha:

Tipos de
desechos

@ Comunes

@ Infecciosos @ Organicos

Area de

Transferencia

2.218 ORuedas Lisas

Periodo de
recoleccion de
desechos
Transporte interno | Contenedores: Modo de Transporte:
de los desechos |[IPlastico OAscensores de Carga o Servicio
segun Decreto  |[OMetal [ORampa

[OJAscensores publicos en Horario Especial

Otros aspectos:
[ODesinfeccion diaria

Almacenamiento
Temporal

Almacenamiento
Final

B Cumple con la caracteristica sefialada

factores. Sin embargo, a pesar de esta variabilidad,
el manejo de los desechos solidos sigue una misma
linea de procesos, que segun el Decreto Ley 2.218
“Norma para la Clasificacion y Manejo de Desechos
en Establecimientos de Salud”, abarca los siguientes
aspectos: Produccion y almacenamiento primario,
transporte interno, almacenamiento secundario,
transporte externo y tratamiento y disposicion final.

En el Hospital Ruiz y Péez esta sistematizacion no se
aplica eficientemente, solo existe una separacion de
los desechos organicos y, en algunas areas de servicio
(Pediatria, Cirugia, Traumatologia, Obstetricia y
Ginecologia) de los objetos punzo-cortantes; por
lo que el resto de los desechos infecto-contagiosos,
asi como los potencialmente peligrosos, como los
provenientes de las areas de hospitalizacion; son
mezclados con los desperdicios comunes siendo
descartados y trasladados al relleno sanitario sin
recibir ningtn tipo de tratamiento (Fig. 1).
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[ No cumple con la caracteristica

N No se logré obtener informacion

Cumplimiento de la normativa legal vigente.

Bajo las condiciones antes descritas, solo se
cumplen 5 (20,83%) de los 24 articulos que norman
las labores de manejo de los DSI dentro del Decreto
2.218, aplicables a este centro de salud. El primero de
ellos es el Art. 5 donde se sostiene que los desechos
deben ser clasificados como A, B, C, D o E segin
sus caracteristicas y ademas se deben descartar en
recipientes acordes a las mismas, a este respecto,
solo se observo un unico tipo de contenedor por area,
no existen recipientes accionados a pedal para la
recoleccion de los desechos Tipo By C (Art. 8) y en
su lugar se usan envases de plastico sin identificacion
y bolsas negras reforzadas de 40 Kg en lugar de 30 Kg,
segun lo normado en el articulo 7, este excedente de
peso dificulta la maniobrabilidad durante las jornadas
de traslado, aumentado el riesgo de incidencia de
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Area de Generacion
Segregacion
| | |
D. TipoA,ByC D. punzo-cortantes y Tipo D
(Bolsas Negras) (Bolsas Negras y Blancas)
Dl,-lCi()S de Transporte Ascensor Publico Tnterno Escaleras
Gravedad
Tipo D Tipo C
Deposito | Deposito
<24 h >24 h
Incineracion.
Cenizas
Contenedores
Aseo Urbano Transporte Externo Transporte
Municipal
RELLENO
SANITARIO
Disposicién Final

Fig. 1. Diagrama del manejo actual de los desechos sélidos en el Hospital Ruiz y Paez, Ciudad Bolivar
- estado Bolivar.
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accidentes laborales, aunado al hecho de que este tipo
de bolsas son empleadas para todos los desechos, sin
excepcion.

Por su parte, las piezas punzo-cortantes,
segin lo normado en el articulo 10, deben ser
previamente dispuestas en recipientes debidamente
identificados, resistentes a cortes y con cierre
hermético, en contraste con esto, se observd gran
cantidad de jeringas descartadas con los desechos
comunes, también se visualizaron en varias areas
de servicio (Pediatria, Cirugia, Traumatologia,
Obstetricia y Ginecologia), envases de plasticos sin
identificacion ni cierre hermético destinados a la
recoleccion de estos objetos, que luego son acopiados
a la intemperie hasta su disposicion final (Fig. 2-A).

Los fluidos médicos organicos, no son
dispuestos en recipientes cerrados herméticamente
como lo describe el Articulo 11, sino colocados en
botellas de plastico y luego descartados en bolsas
blancas de 15 Kg de capacidad. Asimismo, no existen
recipientes tipo baldes desechables de polietileno de
alta densidad, con tapas de cierre hermético, para los
desechos Tipo D (Art. 12 y 13), en su lugar, estos
son dispuestos en bolsas negras de 40 Kg colocadas
en envases plasticos no identificados y sin cierre
hermético (Fig. 2-B).

Segun el Articulo 15, el transporte de los
desechos Tipo B, C y D desde el area de generacion
o transferencia hasta el lugar de almacenamiento,
debe realizarse empleando contenedores de plastico
o metal inoxidable sobre ruedas, de superficie lisa
y sin uniones salientes para su facil limpieza y
desinfeccion, situacion que no fue observada durante
la investigacion. El transporte interno de los desechos
comunes recolectados junto con los desechos Tipo B
y C, son descartados a través de ductos de gravedad
sin tomar ninguna precaucion para evitar la apertura
o rotura de las bolsas, ademas, en el interior de estos
ductos se encuentran salientes y objetos metalicos
que rompen las bolsas esparciendo su contenido en
el deposito. El transporte de los desechos orgéanicos
(placenta, entre otros) y de algunos envases
contentivos de objetos punzo-cortantes (Desechos
Tipo C), se realiza empleando los ascensores, 0 en su
defecto a través de las escaleras, por donde también
son transportados los alimentos, los pacientes, el
personal y el publico en general, a pesar que el
Articulo 17 prohibe esta actividad.
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Los desechos descartados por los ductos de
gravedad son colocados en contenedores, presentes en
numero insuficiente, sin tapas y expuestos tanto a la
accion del ambiente como a la disgregacion propinada
por los indigentes que deambulan en su entorno (Art.
19). No se observo un area de almacenamiento final
para los desechos Tipo B, C y D (Art. 20 y 21), en
principio porque los dos primeros son mezclados
con los desechos comunes, y los desechos Tipo
D, son incinerados una vez al dia. Sin embargo,
durante las inspecciones realizadas se evidencio6 el
mal estado en el que se encuentra el incinerador;
asi como gran cantidad de desechos organicos, en
su mayoria placentas, permanecen a la intemperie,
hasta el momento en que puedan ser incinerados o
en su defecto traslados hasta el relleno sanitario y
enterrados, sin previa parcelacion ni identificacion.
Este transporte es ejecutado por el servicio de aseo
urbano municipal, sin garantizar el uso exclusivo
para tales fines (Art. 22), ya que este centro de salud
no cuenta con el vehiculo adecuado para el traslado
de los desechos médicos segin lo normado en los
articulos 23 al 27.

Encuanto, al tratamiento de los desechos Tipo
B, Cy D (Art. 28 y 29), s6lo se practica incineracion
a algunos desechos organicos, principalmente
provenientes del area de perinatologia; inactivacion
térmicaalos desechos del laboratorio de microbiologia
e infectologia; e inactivacion quimica mediante
la adicion de hipoclorito de sodio a los desechos
provenientes de pacientes inmunosuprimidos en todas
las areas de hospitalizacion.

Los residuos generados de la aplicacion de
estas escasas técnicas de tratamiento (cenizas, entre
otros) son dispuestos en los rellenos sanitarios junto
con los desechos Tipo A (Art. 30 y 31). No obstante,
estos articulos también son incumplidos pues estos
desechos dejan de clasificarse como comunes al
entrar en contacto con los desechos Tipo B y C que
no han sido segregados y estan dispuestos en los
contenedores para ser también trasladados al relleno
sanitario.

Por su parte, se debe sefialar que los
desechos Tipo E, son en su mayoria descartados en
el sistema de drenaje o colocados en envases vacios y
dispuestos con los desechos comunes, incumpliendo
con las normas para el control de la generacion y
manejo de los desechos peligrosos (Art. 32). Vale
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Fig. 2. Disposicion de los objetos punzo-cortantes (A) y desechos organicos (B) en el Hospital Ruiz y
Paez, Ciudad Bolivar - estado Bolivar.

destacar, que el centro de salud estudiado cuenta con
un Departamento de Saneamiento Ambiental, aunque
este no le brinda un entrenamiento al personal, a fin
de que adquieran formacion y criterios que garanticen
un manejo seguro y racional de los desechos (Art.
34).

De los 34 articulos que conforman el
Decreto 2.218, 4 son definiciones (Art. 1, 2, 3, 4),
uno es competencia del Ministerio de Sanidad y
5 (Art. 23 al 27) no se aplican en el Hospital Ruiz
y Paez, pues se refieren a las caracteristicas del
medio de transporte externo de los desechos infecto-
contagiosos, ausente en este establecimiento de salud.
Por tanto se determino que esta institucion, incumple
con el 79,17% de la normativa legal vigente.

Nivel de capacitacion del personal asistencial y de
saneamiento para el manejo de los DSI

La totalidad del personal encuestado
desconocia la clasificacion de los DSI de acuerdo a la
normativa legal de nuestro pais y escasamente solo el
26,32% del personal asistencial ha recibido algun tipo
de capacitacion para el manejo de desechos peligrosos
e infecto-contagiosos, mientras que ninguno de los
integrantes del personal de saneamiento encuestado,
afirmo6 haberlo recibido.

En cuanto al personal asistencial, este
solo realiza una discriminacion entre los desechos
provenientes de pacientes VIH seropositivos y
en algunos casos los objetos punzo-cortantes. El
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75% de los encuestados sostuvo que los desechos
producidos en los cuartos de hospitalizacion (Tipo
B) eran peligrosos. No obstante, llama a la reflexion
el hecho que el 100% de ellos, descarta todos los
residuos en las papeleras de desechos comunes, aun
considerandolos peligrosos, sin tomar en cuenta el tipo
de padecimiento del paciente ya sea viral, microbiano
o simple traumatismo.

Por otro lado vale destacar, que los pasilleros
y las camareras (parte del personal de saneamiento)
cuentan con un uniforme adecuado y el 71,43% de
ellos emplean guantes plasticos en sus jornadas
de trabajo y se encargan de la desinfeccion de los
recipientes una vez por turno, mediante la adicion
de Gerdex® y aromatizantes. El personal encargado
de la recoleccion y traslado de los desechos, desde el
depdsito hasta los contenedores, carecen totalmente
de normas de seguridad e higiene y son los individuos
que mas expuestos se encuentran a los factores de
riesgo, ya que las bolsas se rasgan al ser arrojadas
por los ductos de gravedad y los desperdicios
deben ser nuevamente recogidos mediante palas e
introducidos en nuevas bolsas para su traslado hacia
los contenedores.

Accidentes laborales presentados en el centro de
salud durante el periodo 2004-2005

Segln, los datos suministrados por el
Departamento de Epidemiologia del Hospital “Julio
Criollo Diaz” (Hospital del Toérax), y tal como se
observa en la Tabla III, en los ultimos dos afos (Enero
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Tabla Ill. Accidentes laborales registrados en el Hospital Ruiz y Paez, Ciudad Bolivar — estado Bolivar,

durante el periodo enero 2004 — agosto 2005.

Numero de accidentes laborales registrados

2004 2005

Personal asistencial 12 9

Estudiantes 4 6

Administracion de medicamentos 6 8

S;%Z?j;”;';éig:itze Procedimientos Quirurgicos 6 4
Toma de muestra 4 3

Mucosa 1 2
Via Percutanea: 15 13

Tipo de exposicion Superficial 9 9
Profunda 5 4

Laceracion 1 0

Paciente con SIDA 4 4

Fuente Pacientes con VIH 2 3

No VIH 2 1

Estatus seroldgico desconocido 8 7

TOTAL 16 15

Fuente: Departamento de Epidemiologia del Hospital del Torax, Complejo Hospitalario Universitario Ruiz y Paez. Ciudad Bolivar - estado Bolivar, 2005

2004 - Agosto 2005) se han producido 31 accidentes
laborales, de los cuales 21 casos (67,74%) fueron
registrados en el personal asistencial, todos generados
por objetos punzo-cortantes contentivos de fluidos
sanguineos, de los cuales 13 casos provienen de
pacientes seropositivos. La mayoria de los accidentes
se produjeron via percutanea de forma superficial
(51,06%; 18 casos), durante la administracion de
medicamentos o durante procedimientos quirdirgicos.

DISCUSION

El manejo de los desechos solidos
intrahospitalarios (DSI), esta considerado como uno de
los principales factores de riesgo ocupacional (Coad,
1996; Junco et al.,2003; Wilburn & Eijkemans, 2005),
en donde los objetos punzo-cortantes constituyen
el primer causal de los accidentes registrados, a
través de ellos se pueden transmitir un sin nimero
de enfermedades, siendo las mas frecuentes la
Hepatitis B y C, VIH / SIDA, malaria e infecciones
por estreptococos y estafilococos. Adicionalmente,
existe la posibilidad de que la exposicion prolongada
a contaminantes infecciosos y/o toxicos, aunque en
minimos niveles, incremente la susceptibilidad del
personal de salud y de los pacientes para desarrollar
enfermedades  pre-existentes  (Zabala,  1998;
Fernandez & De la Cruz, 1999).
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La manipulacion inadecuada de los
desechos Tipo C y otros factores de riesgo, pueden
ser controlados mediante un manejo adecuado de
los DSI. A este respecto, el centro hospitalario
estudiado ha realizado una segregacion parcial de
los desechos, al promover dentro de las areas de
servicio la separacion de los objetos punzo-cortantes
y los desechos orgénicos, sin embargo, este esfuerzo
por disminuir la propagacion de agentes patogenos,
es completamente anulado por la manera como se
lleva a cabo el transporte interno y la disposicion
final de los mismos, esto como consecuencia de la
carencia de materiales e instalaciones para realizar
un adecuado manejo, asi como el desconocimiento
de las normativas legales vigentes por parte del
personal asistencial y de saneamiento, agravado por
el comportamiento que presentan muchos de los
visitantes al centro hospitalario.

Este manejo inadecuado genera la
mezcla de los desechos comunes con los desechos
biocontaminados, portadores de una gran variedad
y cantidad de microorganismos patégenos, lo cual
constituye un alto riesgo no solo para el personal
hospitalario, sino también para la comunidad y la
calidad del ambiente. Este hecho es agravado por las
condiciones socio-econdmicas actuales de nuestro
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pais, donde el niimero de indigentes deambulando
entre la basura ha aumentado (Aranguren, 2004) y
por ende las probabilidades de desencadenarse focos
de infecciones. A fin de determinar una adecuada
diagnosis y plantear un correcto manejo de los DSI,
también se debe considerar la supervivencia de los
microorganismos patdégenos en el ambiente, segun su
resistencia a las condiciones de temperatura, humedad
y disponibilidad de materia organica; asi como el rol
de vectores como los insectos y roedores (Monge,
1997).

Para disminuir al maximo estos riesgos
de infecciones, es necesario cuidar cada una de las
etapas en el sistema de segregacion y disposicion
final de los desechos, iniciando por la clasificacion de
los mismos, puesto que una segregacion inadecuada
no solo pone en riesgo la salud, sino también eleva
considerablemente los costos de manejo de residuos,
por estar supuestamente aplicando, un tratamiento
de desinfeccion y esterilizacion a grandes cantidades
cuando so6lo una pequeiia porcion lo requiere.

Sehapropuestoelusodebolsasderecoleccion
en diversos colores (Fig. 3), para agilizar tanto la
segregacion como las labores de transporte hacia
las instalaciones para la aplicacion del tratamiento
(Junco & Rodriguez, 2000a; MINSA, 2004; Suarez et
al., 2005). Esta es una de las etapas mas importantes
dentro del manejo de los DSI, porque de ella depende
la incorporacion al ambiente de desechos “estériles”,
que no atenten contra la biodiversidad ni contra la
salud de las comunidades adyacentes a los centros de
salud y a lo vertederos.

Por otra parte, la aplicacion del nuevo
sistema de manejo debe garantizar el traslado de los
desechos, por medio del uso exclusivo de ascensores
de carga, para evitar la exposicion a pacientes,
personal asistencial y visitantes; ademas de incluir
las tecnologias necesarias que faciliten el reciclaje,
tratamiento, almacenamiento y disposicion final,
en forma eficiente, economica y ambientalmente
segura.

En el caso particular del centro de salud
estudiado, el principal tratamiento aplicado es la
incineracion, en su mayoria de placentas; dado el alto
contenido de humedad de este tejido, se generan dafios
a mediano y largo plazo en los bloques refractarios
del equipo, recomendandose su sustitucion por
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incineradores de doble camara, con la ventaja de
convertir los gases generados en la camara primaria,
entre ellos las dioxinas (carcinégenos), en vapor de
agua, CO, y restos de 6xidos de nitrogeno y acido
clorhidrico, previendo que las cenizas resultantes
deben ser enviadas en una funda debidamente
etiquetada como residuo peligroso al relleno sanitario,
debido al alto contenido de plomo, cadmio, cromo,
mercurio y arsénico (MINSA, 1998; Zabala, 1998).

Asimismo, los fluidos organicos (Desechos
Tipo D) y los desechos especiales (Tipo E), deben ser
tratados mediante inactivacion quimica antes de ser
descartados. En el caso estudiado, son en su mayoria
vertidos directamente al sistema de drenaje, con la
afectacion de la calidad de las aguas con sustancias
toxicas, como por ejemplo, los provenientes de
radiologia y bioanalisis. Ademads, de la proliferacion
microbiana presente en las ranuras de inodoros,
lavanderos, etc., con la probabilidad de presentase
infecciones intrahospitalarias con el incremento
del nimero de dias de hospitalizacion en areas
quirtrgicas, salas de cura, entre otras.

Finalmente vale destacar, el alto indice de
accidentes laborales, esencialmente en el personal
asistencial, haciéndose indispensable la aplicacion
de cursos de adiestramiento para el manejo de
los desechos potencialmente peligrosos ¢ infecto-
contagiosos, enfocando la mayor atenciéon en los
objetos punzo-cortantes, basicamente por ser el primer
factor de riesgo y porque durante la investigacion
su presencia junto con los desechos comunes fue
alarmante. Sin la incorporacion y concienciacion del
personal, es poco factible la aplicacion de un sistema
optimo de segregacion y disposicion de los desechos
(Ruiz & Guevara, 1999; Junco & Rodriguez, 2000b).

En conclusion, aunque existe una normativa
legal vigente para la clasificacion y manejo de
los desechos en establecimientos de salud, segun
el Decreto 2.218 y las recomendaciones de Ia
Organizacion Mundial de la Salud, los resultados
de la investigacion indican que su aplicacion no
es efectiva en el centro hospitalario estudiado,
pues apenas se cumple el 20,83% de la misma. El
personal asistencial y de saneamiento, carecen de una
preparacion adecuada para el manejo de los desechos
peligrosos e infecto-contagiosos, reflejado en el
alto nlimero de accidentes laborales, producidos en
los 2 ultimos afios (31 casos), todos producto de la
manipulacion de objetos punzo-cortantes.
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Area de Generacion. Segregacion

Tipo A TipoByC Tipo D Tipo E
Bolsas Negras Bolsas Rojas Bolsas Azules Bolsas Amarillas
Almacenamiento Primario
Ductos de
Gravedad Transporte Interno Ascensor de Carga
Lateral al Edificio
Tratamiento
Inactivacion por Incineracion Inactivacion
Esterilizacion Controlada Quimica
Contenedores Cenizas
Aseo Urbano Transporte Externo Transporte del
Hospital

RELLENO SANITARIO
Disposicion Final

Fig. 3. Esquema planteado para mejorar el manejo de los desechos soélidos en el Hospital Ruiz y Paez,
Ciudad Bolivar - estado Bolivar.
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A partir del diagnostico realizado, se
proponen recomendaciones para optimizar el sistema
de manejo de desechos en concordancia con el
Decreto 2.218 y lo recomendado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y el Centro Panamericano
de Ingenieria Sanitaria y Ciencias del Ambiente
(CEPIS), para disminuir el numero de accidentes
laborales y el riesgo de exposicion de los pacientes y
publico en general, asi como la minimizacion de los
costos de manejo y tratamiento.
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Diagnosis of the medical waste management
in the Hospital Ruiz y Pdez, Bolivar state,
Venezuela

SUMMARY

Inadequate handling of solid waste coming
from hospital facilities is considered as one of
the principal occupational risk factors because of
the infectious nature of some components and the
presence of sharps waste. For this reason, the present
analytic and descriptive investigation has as its goal
the diagnosis of current waste management in the Ruiz
y Paez Hospital, Bolivar state, Venezuela. Through
random inspections carried at the different hospital
service areas referred to, the implementation of a
survey of cleaners and assistance personal was carried
and photos taken. It was demonstrated that 79.19% of
the Decree 2,218 “Rules for classification and waste
handling coming from health establishments” was
not complied with and that 100% of the questioned
personal had not received training for the management
of dangerous and infectious waste. In 2004-2005
31 occupational accidents with sharps objects
were reported. From the information obtained, it is
necessary to institute a new system of collection and
final disposal of the medical waste generated. For the
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establishment and achievement of this system, all the
hospital community must be involved and trained.

Key Words: Medical waste, medical waste disposal,
occupational risk.
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U GURTLERR.E.,CECEREM.C.,LAURICELLA
M. A., PETERSEN R. M., CHUITR., SEGURAE. L.
& COHEN J. E. (2005). Incidence of Trypanosoma
cruzi infection among children following domestic
reinfestation after insecticide spraying in rural
northwestern Argentina. (Incidencia de infeccion a
Trypanosoma cruzi en nifios después de reinfestacion
intradoméstica tras rociamiento intradomiciliario de
insecticidas en el area rural noroeste de Argentina.
Am. J. Trop. Med. Hyg. 73: 95-103.

Laboratorio de Eco-Epidemiologia, Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina;
Instituto Nacional de Parasitologia Dr. Mario Fatala Chaben,
Buenos Aires, Argentina; Centro de Estudios Epidemiologicos,
Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires, Argentina;
Laboratory of Populations, Rockefeller and Columbia Universities,
New York, New Cork

Después del aumento de la reinfestacion con Triatoma
infestans tras un rociamiento con insecticidas, la
incidencia de la infeccion con Trypanosoma cruzi
en niflos se halldé positivamente asociada con la
abundancia doméstica de 7. infestans infectados y
la presencia de perros o gatos infectados en Amama,
un caserio rural en el noroeste de Argentina. Siete
(12.1%) niflos seronegativos a 7. cruzi, sin historia
de viajes o transfusiéon de sangre, convirtieron a
seropositivos después de 3 afios. Seis casos nuevos
vivian en casas altamente infestadas con 7. infestans,
con altas proporciones de triatominos infectados con
T. cruzi y que se habian alimentado de humanos o
perros. Los restantes casos nuevos ocurrieron en
una baja infestacion doméstica detectada al final del
periodo de exposicion, en la cual muchos triatominos
se habian alimentado de humanos. Los perros tenian
una fuerza de infeccion 17 veces mayor que la de los
nifios (4.3% por afo). Una vigilancia vectorial
sostenida es crucial en areas de alto riesgo de
Enfermedad de Chagas, tales como el Gran Chaco.

L ROHOUSOVA 1., OZENSOY S., OZBE Y. &
VOLF P. (2005). Detection of species-specific
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antibody response of humans and mice bitten
by sand flies. (Deteccion de respuesta anticuerpo
especie-especifica de humanos y ratones picados por
flebotomos) Parasitology. 130: 493-499.

Department of Parasitology, Faculty of Science, Charles University,
Vinicna 7, 128 44 Prague 2, Czech Republic, Department of
Parasitology, Medical School and Hospital, Ege University, 35100
Bornova-Izmir, Turkey.

Lasalivadelosflebotomosjuegaunrol importanteen la
transmision de Leishmania. Nosotros caracterizamos
la respuesta anticuerpo del huésped a la saliva de 3
especies de flebotomos. IgG especifica fue observada
en sueros de ratones picados experimentalmente asi
como en individuos habitantes de zonas endémicas de
Leishmania tropica en Sanliurfa, Turquia. Los sueros
de los habitantes de Sanliurfa mostraron altos niveles
de IgG contra la saliva de Phlebotomus sergenti
y P papatasi, las dos especies mas abundantes
en el area, pero no reaccionaron con la saliva del
flebotomos del Nuevo Mundo Lutzomyia longipalpis.
Los pacientes con lesiones activas de Le. tropica
poseian niveles significativamente mas elevados de
IgG anti- P, sergenti que los individuos sanos de la
misma localidad mientras que los niveles de IgG
anti- P. papatasi fueron iguales en ambos grupos. Las
bandas de las proteinas mas abundantes en la saliva
de P. papatasi 'y P. sergenti reaccionaron con ambos
sueros, de humanos y de ratones; sin embargo en P,
papatasi la 1gG de ratoén reconocié preferentemente
la banda de la proteina 42kDa mientras que la IgG
humana reacciond fuertemente con la banda de
30kDa. Nuestros datos sugieren que la respuesta
anticuerpo a la saliva de flebotomos podria ser
utilizada para monitorear la exposicién de humanos
y otros hospedadores a los fleb6tomos y podria ser
utilizada como marcador de riesgos de transmision de
Leishmania en areas endémicas.

a GRILLET M. E., VILLAMIZAR N. J,,
CORTEZ J., FRONTADO H. L., ESCALONA M,,
VIVAS-MARTINEZ S. & BASANEZ M. G. (2005).



Diurnal biting periodicity of parous Simulium
(Diptera: Simuliidae) vectors in the onchocerciasis
Amazonian focus. (Actividad diaria de picada de
hembras paras de especies de Simulium (Diptera:
Simuliidae), vectores de oncocercosis en el foco
Amazonico). Acta Trop. 94: 139-158.

Laboratorio de Biologia de Vectores, Instituto de Zoologia Tropical,
Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela, Apartado
Postal 47072, Caracas 1041-A, Venezuela.

Se describen los patrones horarios de picada de las
tres principales especies vectoras de oncocercosis
humana en el foco Amazoénico entre Venezuela y
Brasil, Simulium guianense s.1. Wise; S. incrustatum
Lutz, and S. oyapockense s.1. Floch and Abonnenc. Se
analizaron las series temporales de capturas horarias
del niimero de hembras paras en cinco comunidades
Yanomami durante la estacion seca, lluviosa y sus
periodos de transicion entre 1995 y 2001 mediante
el analisis arménico (asumiendo la presencia de un
ritmo circadiano) y la correlacion periodica (basada
en el coeficiente r de Sperman). Simulium guianense
s.l. mostré un patrén de actividad bimodal, con un
pico menor a media mafiana y uno mayor a las 16:00
hs. Simulium incrustatum exhibié una actividad
principalmente unimodal ya sea temprano en la
mafiana o al mediodia segun la localidad. Simulium
oyapockense s.I. se alimenta durante todo el dia,
principalmente entre las 10:00 y las 16:00 hs, pero
también mostrd periodicidad bimodal en algunas
localidades. Superponiéndose a los ciclos diarios
enddgenos especie-especificos, la actividad de las
hembras paras mostro variacion de acuerdo a la
localidad, estacion, temperatura del aire y humedad
relativa, siendo la actividad de busqueda del
hospedador promovida durante la estacion lluviosa
donde se observan temperaturas altas y humedad
baja, y reducida durante las horas mas calientes de
la estacion seca y/o de las transiciones. Los presentes
resultados se discuten en términos de sus implicaciones
para la biologia y ecologia, asi como la epidemiologia
y control de la oncocercosis en Venezuela.

U LOSADA S., CHACON N., COLMENARES
C., BERMUDEZ H., LORENZO A., POINTIER
J. P, THERON A., ALARCON DE NOYA. B. &
NOYA O. (2005). Schistosoma: cross-reactivity
and antigenic community among different species.
(Schistosoma: reactividad cruzada y comunidad
antigénica entre diferentes especies). Exp Parasitol.

111: 182-90.

Seccion de Biohelmintiasis, Instituto de Medicina Tropical, Escuela
de Medicina Luis Razetti, Facultad de Medicina, Universidad
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Central de Venezuela, Apartado 47623, Los Chaguaramos 1041-A,
Caracas, Venezuela.

No es inusual encontrar moléculas comunes entre
diferentes especies del género Schistosoma. Cuando
esas moléculas son antigénicas, pueden ser usadas en
inmunodiagnostico y vacunas, pero podrian también
ser aplicadas a estudios taxondémicos y evolutivos.
Para estudiar la reactividad cruzada y la comunidad
antigénica entre diferentes especies de schistosomas,
se evaluaron los plasmas de animales de laboratorio
infectados con Schistosoma bovis, S. guineensis,
S. rodhaini, S. haematobium y cuatro cepas de S.
mansoni con un extracto crudo de vermes adultos
de S. mansoni por Western blot. Usando un ensayo
de antigeno multiple (MABA), los plasmas de estos
animales infectados fueron expuestos a grupos
seleccionados de péptidos sintéticos de Sm28GST,
Sm28TPI, Sm elastasa, Sm97, Sm32, Sm31l vy
Sm Catepsina L. Los resultados aqui presentados
demuestran una reactividad cruzada diferencial y
comunidad antigénica entre los grupos Mansoni y
Haematobium, lo cual es relevante, como una nueva
herramienta adicional para estudios filogenéticos de
schistosomas asi como para fines diagndsticos y para
vacunas.

U RODRIGUEZ - MORALES A. J., SANCHEZ
E., VARGAS M., PICCOLO C., COLINAR., ARRIA
M. & FRANCO-PAREDES C. (2006). Pregnancy
outcomesassociated with Plasmodiumvivaxmalaria
in northeastern Venezuela. (Complicaciones durante
el embarazo asociadas a malaria por Plasmodium
vivax, en el noreste de Venezuela). Am. J. Trop. Med.
Hyg. 74: 755-757.

Instituto Experimental Jos¢ Witremundo Torrealba, Universidad
de Los Andes, Trujillo, Venezuela; Infectious Diseases Service,
Hospital Santos Anibal Dominicci, Cartipano, Sucre, Venezuela;
Division of Infectious Diseases, Emory University, Atlanta,
Georgia; Hospital Infantil de Mexico, Federico Gomez, Mexico
City, Mexico.

Aun cuando Plasmodium vivax es cada dia mas
reconocido como una importante causa de morbilidad
en mujeres embarazadas en areas de baja transmision
malarica de Asia, poco se conoce acerca de los
perfiles clinicos y epidemiologicos de P. vivax en
mujeres embarazadas de América Latina. Nosotros
describimos las caracteristicas clinicas y los resultados
del embarazo en una serie de 12 casos de malaria por
P. vivax en mujeres complicadas de alguna manera
por abortos o partos prematuros y en otros casos con
grados significantes de anemia y trombocitopenia
en una poblacion donde P. vivax es endémico en el
noreste de Venezuela.
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Las contribuciones deben ser inéditas, escritas en
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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
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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)
se remitird al Autor principal para su revision y aprobacion y
para que conteste cualquier pregunta adicional del editor.

El Boletin de Malariologia y Salud Ambiental se
reserva todos los derechos legales de los manuscritos aprobados
para su 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
ningun caso.

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

Una vez publicado el trabajo, el autor de
correspondencia recibird via e-mail la versiéon PDF y 20
separatas por correo.

~

/




-

BOLETIN DE MALARIOLOGIA Y SALUD AMBIENTAL

~

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 and 20 offprints
by mail.
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