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El municipio Sifontes del estado Bolivar es la principal area endémica a malaria de Venezuela.
Durante los ultimos cinco afios se ha reportado en este municipio un promedio anual cercano a 15 mil
casos, alcanzandose durante 2009 la cifra de 20.282, lo que constituye una situacion de epidemia.
En este municipio se evaluo la persistencia de una formulacion comercial de Bacillus sphaericus
Neide (Vectolex CG 7,5%) en criaderos naturales de Anopheles marajoara, An. triannulatus y An.
braziliensis. Para ello se realizaron dos experimentos en los cuales se evaluaron las dosis de 2 'y 3
gr/m? durante 60 y 90 dias. Los resultados indican que hay diferencias en la persistencia por tipo de
criadero y especie de anofelino. La tendencia general para todas las especies indica que el porcentaje
de reduccion de la poblacién larvaria fue de 100% durante la primera semana, luego disminuyd
paulatinamente hasta mas o menos 40% después de los 28 dias, para luego recuperarse a alrededor
de 60% a los 45 dias, manteniéndose asi hasta el dia 90 con ambas dosis. Este comportamiento
es mas evidente para An. marajoara, mientras que con An. triannulatus la eficacia se mantiene
alrededor de 80% durante 90 dias con 3 gr/m?. Sobre An. braziliensis, la eficacia se mantiene en
100% hasta el dia 14 con ambas concentraciones, para luego caer abruptamente sin recuperacion.
Es la primera vez que se evalla B. sphaericus sobre estas especies de anofelinos en Venezuela,

considerandose estos resultados muy prometedores para el control de vectores.
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INTRODUCCION

La malaria es de naturaleza endemo-
epidémica en el estado Bolivar. Esta enfermedad
irrumpe con fuerza en el estado a partir del brote de
El Dorado en 1988 con 30.690 mil casos, 66% de la
malaria del pais en ese aflo, manteniéndose asi hasta
1992 cuando cae a 11.679 casos. En el decenio 1993-
2003 hubo en promedio un poco mas de ocho mil casos
por afio, pero entre 2004 y 2009 el promedio anual
se elevo a 27.536 casos, cerrando el ultimo afio con
mas de 30 mil, lo que equivale a 85% de la malaria de
Venezuela. Entre 1989 y 2009, en promedio 47% de la
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malaria del estado Bolivar se generd en el municipio
Sifontes, ubicado en el noreste del estado, por lo que
este municipio es considerado uno de los principales
focos de malaria en Venezuela. En el afio 2004 se
inicia una epidemia en el municipio con mas de 15 mil
casos, la cual se mantiene hasta 2009 con un promedio
de 15 mil casos por afio en ese lapso, cerrando 2009
con 20.282 casos, 67% de la malaria del estado. La
formula parasitaria promedio entre 2004 y 2009 arroja
77% para Plasmodium vivax, 20% para P. falciparum
y menos de 2% para infecciones mixtas. A partir de
2003, poco después de reportada su reaparicion en el
estado, hasta 2009 se han registrado 218 casos de P,
malariae (Pacheco et al., 2001).

El municipio Sifontes constituye un foco
meso-endémico de malaria inestable, donde la
transmision ocurre durante todo el afio con brotes
epidémicos provocados principalmente por factores
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antropicos. Por tal motivo esta zona es considerada
de alto riesgo a malaria (Aché, 1998). La actividad
econdmica principal de la region, la mineria aurifera,
parece estar intimamente relacionada con la morbilidad
malarica, debido a la fuerte intervencion ambiental
propiciada por el uso inadecuado de la tierra. La
alteracion del suelo crea ambientes propicios para
la cria de anofelinos y a la vez induce cambios en el
patrén de comportamiento de las especies. Debido
a la estrecha relacion entre mineria y malaria, ésta
ha sido catalogada en la zona como una enfermedad
ocupacional (Ach¢, 1998).

Acerca de los vectores de malaria, en este foco
han sido involucradas dos especies en la transmision,
Anopheles darlingi y An. marajoara, teniéndose a An.
nuneztovari como un vector emergente en potencia
por su abundancia y ubicuidad (Moreno ef al., 2004;
2007). Los huecos de minas hechos por los mineros,
han sido descritos como los principales criaderos de
anofelinos en el area (Moreno ef al., 2000)

Las estrategias clasicas de control de vectores,
fundamentadas en el rociamiento intra-domiciliario
de insecticidas y las nebulizaciones espaciales, han
resultado insuficientes para resolver el problema,
debido principalmente al comportamiento exofilico
de los vectores y al fenomeno de la resistencia a los
insecticidas, principalmente a los piretroides (Molina et
al., 1997). A esto se le suman factores sociales propios
de las comunidades mineras, tales como viviendas
provisionales que no poseen superficies adecuadas
para el rociamiento de insecticida, habitos laborales
que exponen a la gente a la picada de los mosquitos y
alta movilidad entre localidades. Esta problematica ha
obligado la busqueda de nuevas estrategias de control,
dentro de un enfoque de control integrado basado en el
conocimiento de la ecologia de las especies, y basado
en el concepto de control selectivo de vectores el cual
incluye opciones tales como el control de los criaderos,
el control bioldgico de vectores y el uso de mosquiteros
impregnados con insecticida (Berti & Zimmerman,
1998; OPS, 1999). Dentro de este orden de ideas se
disefo un estudio con la finalidad de evaluar el impacto
de la introduccion del agente de control bioldgico
Bacillus sphaericus Neide (Bsp) sobre las poblaciones
de mosquitos, el cual comienza con la medicion de
la persistencia del producto en criaderos naturales
de anofelinos, un aspecto vital en la viabilidad de un
programa de control integrado de vectores, basado en la
aplicacion de biolarvicidas. En este trabajo se presentan
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los resultados de la evaluacion de la presentacion
comercial de B. sphaericus Vectolex® CG 7,5%, en
criaderos naturales de anofelinos y se discuten sus
alcances para el control de la malaria.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El municipio Sifontes del estado Bolivar
abarca 24.392 km? y esta ubicado en el extremo
oriental del estado (lat 6° 00°-7° 54’ N, long 60° 44°-
61° 39° W). Desde el punto de vista del relieve, en
este municipio se distinguen dos tipos de paisaje,
sabanas al norte y llanos cubiertos por selva al sur,
ambos incluidos dentro de la region fisiogeografica
Sabanas de Guayana, que son areas de sabanas con
topografia ondulada de variada intensidad, cuya altura
varia entre 100 y 500 msm (Hernandez Grillet ,1987).
Este territorio abarca casi en su totalidad la cuenca del
Cuyuni-Yuruari, formada por la confluencia de dos
rio del mismo nombre y que tiene una extension de
50.000 km?, de los cuales aproximadamente 12.000
se encuentran fuera del territorio venezolano. Esta
zona presenta un tipo climatico de sabana, con ocho
a nueve meses de lluvia, estando la temporada mas
lluviosa entre abril y septiembre con un pico en junio,
y una temporada seca o menos lluviosa entre octubre y
marzo, siendo febrero el mes mas seco. La temperatura
media mensual fluctiia entre 22 y 26°C. Segln la
clasificacion de Holdridge, referida por Hernandez
Grillet (1987) la zona esta dominada por vegetacion
tipo bosque hiimedo y sabanas, distinguiéndose dos
categorias de bosque, bosque medio al norte y oeste
y bosque denso al sureste del municipio. Desde el
punto de vista eco-epidemioldgico la zona entra en
la categoria de malaria en bosques bajos interiores
(Rubio-Palis & Zimmerman, 1997; Osborn et al.,
2004). El area se encuentra considerablemente
afectada por actividades antropicas tales como la
mineria, la explotacion maderera y la ganaderia,
siendo sus principales manifestaciones la disminucion
de cobertura vegetal, la fragmentacion de habitat, la
sedimentacion de los rios, la contaminacion del agua
con mercurio y la erosion del suelo (Rodriguez, 1999).

Diserio experimental
Este estudio se ajusta a la fase II de la secuencia
de estadios de evaluacion propuestos por el Comité de
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(WHO, 2005). Siguiendo el procedimiento estandar
propuesto por el protocolo, para cada bioensayo, en los
criaderos seleccionados, se establecieron tres parcelas
experimentales o replicas, por cada tratamiento y por
el control, siendo un tratamiento una dosis (gr/m?) del
producto aplicado. Se evaluaron dosis de 2 y 3 gr/m?
en dos bioensayos de la presentacion granulada de B.
sphaericus Vectolex® CG 7,5%, aplicado con la mano
en parcelas de 10 metros por lado. Las parcelas fueron
ubicadas dentro del criadero de manera tal que fueran
lo mas homogéneas posible, en cuanto a caracteristicas
fisicas y ecologicas tales como exposicion solar,
cobertura vegetal y profundidad. Las parcelas fueron
dispuestas en un gradiente ascendente por tratamiento,
comenzando por los controles y ascendiendo en las
concentraciones, para evitar contaminaciones al control
y entre concentraciones.

Caracteristicas de los de criaderos

Los criaderos fueron seleccionados en funcion
de su homogeneidad fisica, estabilidad, temporalidad
y abundancia de larvas, realizandose bioensayos en
dos criaderos tipos laguna y un herbazal, identificados
previamente como criaderos de An. triannulatus, An.
braziliensis y An. marajoara (Moreno et al., 2000).

Las lagunas son cuerpos de aguas estancadas,
permanentes, de origen natural, completamente soleadas
y ubicadas en ambientes de sabana. El sustrato es
variable con predominio de los tipos arenoso y franco
arenoso, el color del agua varia entre ambar y cristalina,
dependiendo de la época del afio. Los valores fisico-
quimicos promedio medidos previamente en las lagunas
fueron 29,8°C para la temperatura del agua, 52,3 uS/cm
en la conductividad eléctrica, 6,2 el pH y 31,4 mg/L el
total de s6lidos disueltos (TDS). La vegetacion hidrofila
esta dominada por plantas enraizadas y flotantes,
perteneciente a los géneros Mayaca, Eleocharis y
Ludwigia, en orden de magnitud, acompafadas por
Utricularia, Salvinia y Alga Verde Filamentosa (AVF).
El criadero tipo herbazal inundado es originado por
acumulacion de agua de lluvia en un suelo limoso
poco permeable completamente expuesto al sol, con
sustrato de turbera, con aporte de abundante materia
organica en descomposicion. Este cubre un area de
aproximadamente 50 hectareas con una lamina de
agua poco profunda, alrededor de 50 cm. en los lugares
de mayor profundidad. Su caracteristica principal
es que esta cubierto en mas de 90% por Eleocharis,
con presencia de Utricularia, Mayaca, Ludwigia
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y AVF hacia las orillas. Su dinamica hidrica es de
agua estancada permanente, aunque durante sequias
extremas pueden secarse completamente. Generalmente
el agua es de color ambar. Durante estudios previos
de caracterizacion de criaderos se registraron valores
promedio de temperatura de 29,1°C, pH de 5,7,
conductividad de 51,0 uS/cm y TDS de 26,8 mg/L.

Toma de muestras

Se realiz6 un muestreo con reemplazo,
tomandose en cada evaluaciéon una muestra de 20
cucharonzazos por parcela, devolviéndose las larvas
al criadero después de ser contadas e identificadas.
La evaluacion pre-aplicacion se realizo el dia 0, el
mismo dia de la aplicacion. Luego se evalu¢ los dias
2,4,7,14, 21, 28 y 35 después de la aplicacion, y asi
sucesivamente cada 7 dias hasta los dias 60 y 90 en
cada caso. El porcentaje de reduccion de larvas de
IIT y IV estadio, fue calculado mediante la formula
de Mulla que indica que el Porcentaje de Reduccion
sera igual a 100 — [(C1/C2 x T2/T1)100], donde C1 =
control antes de la aplicacion, C2 = control después de
la aplicacion, T1 = tratamiento antes de la aplicacion,
T2 = tratamiento después de la aplicacion (Mulla et
al., 1971; 1988). Debido a la presencia de mas de una
especie de anofelino en los criaderos, las larvas fueron
identificadas vivas in situ, mediante la observacion en
el microscopio de caracteres taxondmicos conspicuos
que caracterizan a cada una de estas especies y
permiten distinguirlas entre si con facilidad mediante
el uso de las claves taxonomicas de Faran & Linthicum
(1981) y Navarro (1996).

Analisis estadistico

De acuerdo al protocolo estandar (WHO,
2005), las diferencias entre tratamientos y especies,
asi como la interaccion entre ambas variables, fueron
analizados mediante un analisis de varianza de dos
factores realizado sobre los porcentajes de reduccion
como variable dependiente, factorizados por dosis y
especies, y luego de ser sometidos a la transformacion
arcoseno. El analisis fue realizado con el programa
SPSS for Windows version 10.0 (SPSS Inc., 2000).

RESULTADOS
Primer bioensayo

Los valores para el numero total de larvas
colectadas en las tres replicas experimentales del
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primer bioensayo, antes y después del tratamiento, para
todas las especies juntas y por especie de anofelino son
mostrados en la Tabla I. La Fig. 1 correspondiente al
primer bioensayo realizado en una laguna, muestra
el porcentaje de reduccion de larvas de anofelino de
tercer y cuarto estadio sin discriminar por especie. En
esta figura se observa que hay reduccion alrededor de
100% hasta el dia 7, manteniéndose alrededor de 80%
hasta el dia 21 y 60% hasta el dia 28, lo cual puede
ser considerado bueno en términos de persistencia.
Después de una ligera caida, se manifiesta una fuerte
recuperacion de 60% de reduccion en la dosis de 2
gr/m? a los 60 dias y 80% para 3 gr/m? a los 45 dias,
manteniéndose ambas concentraciones alrededor de
este valor hasta los 90 dias.

La Fig. 2 muestra la eficacia del producto
sobre An. marajoara. Al graficar el efecto por especie,
se hace evidente que la tendencia descrita en la figura
1 para las larvas de tercer y cuarto estadio, se debe
fundamentalmente a esta especie, dada la similitud
entre ambas figuras. En este caso, igualmente el
porcentaje de reduccion para las larvas de An.
marajoara se mantiene hasta el dia 7 en 100% para
2 gr/m?y sobre 95% para 3 gr/m?, luego ambas dosis
caen a alrededor de 80% el dia 21 y a 60% el dia 28,
para mostrar una recuperacion a los 60 y 45 dias para
2y 3 gr/m’ respectivamente, luego de una fuerte caida.
En el caso de An. triannulatus, el comportamiento
de la persistencia es muy diferente, en la Fig. 3 se
aprecia que luego de los siete primeros dias con 100%
de reduccién, esta se mantiene alrededor de 80%

hasta el dia 90 para 3 gr/m?, mientras que muestra un
comportamiento bastante irregular para 2 gr/m>.

Segundo bioensayo

Los valores para el niumero total de larvas
de An. braziliensis colectadas en las tres replicas
experimentales del segundo bioensayo, antes y después
del tratamiento hasta el dia 60, son mostrados en la
Tabla I. La Fig. 4 muestra como, a diferencia de los
anteriores, si bien la eficacia del producto de mantiene
en 100% hasta el dia 14 con ambas dosis, los resultados
son mas discretos que los anteriores, debido a que el
porcentaje de reduccion cae bruscamente y se mantiene
alrededor del 60% del dia 21 al 28 para 2 gr/m2,
mientras que con 3 gr/m? la caida es mas pronunciada
manteniéndose solo hasta el dia 28 por debajo de 40%.

Analisis de la varianza

La comparacion entre tratamientos y especies
en cada bioensayo realizado mediante analisis de
varianza de dos factores, con las dosis de Vectolex®
CG y las especies de anofelinos como factores
independientes, permiten evaluar la eficacia de las
dosis aplicadas y observar el efecto que éstas tienen
sobre las especies de mosquitos. De esta manera, en
el bioensayo 1, en cual se evaluaron dosis de 2 'y 3 gr/
m? sobre An. marajoara y An. triannulatus, el anélisis
de varianza muestra que Unicamente el factor especie
fue altamente significativo (F = 74,286; P = 0,000),
mientras que ni el factor dosis (F = 1,648; P = 0,207)

Tabla I. Namero total de larvas de llI-IV estadio colectadas en las tres réplicas experimentales antes (dia
0) y después del tratamiento con 2 y 3 g/m? de Vectolex® CG 7,5% por especie de anofelino.

Dia Anopheles sp. An. marajoara An. triannulatus An. braziliensis

2gr 3gr 2gr 3gr 2gr 3gr 2gr 3gr

0 83 106 79 96 5 13 29 7
2 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
7 1 4 0 0 0 0
14 22 22 27 16 4 6 0 0
21 32 19 24 14 6 5 3 1
28 40 49 30 39 9 8 5 2
35 61 98 48 76 12 11 6 4
45 68 23 58 18 7 1 15 8
60 25 31 21 24 2 1 1
90 38 63 22 57 15 - -
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Fig. 1. Porcentaje reduccion de larvas de lll-IV estadio de Anopheles sp. en laguna tratada con
Vectolex® CG 7,5%.
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Fig. 2. Porcentaje reduccion de larvas de llI-lV estadio de Anopheles marajoara en laguna tratada
con Vectolex® CG 7,5%.
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Fig. 3. Porcentaje reduccion de larvas de llI-IV estadio de Anopheles triannulatus en laguna tratada
con Vectolex® CG 7,5.
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Fig. 4. Porcentaje de reduccion de larvas de lll y IV estadio de Anopheles braziliensis en pastizal
tratado con Vectolex® CG 7,5%.
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ni la interaccion dosis por especie (F = 1,501; P =
0,228) fueron significativos, lo cual conduce a que las
diferencias observadas en los porcentajes de reduccion
son unicamente debido a las especies, no habiendo
suficiente evidencia para afirmar que sean debido a
las dosis aplicadas.

DISCUSION

En general los resultados obtenidos en los dos
bioensayos, para todas las especies evaluadas, pueden
considerarse buenos en términos de persistencia del
producto en los criaderos. Los resultados del primer
bioensayo son prometedores desde el punto de vista
del control. Una eficacia superior al 60% hasta el dia
28 puede considerarse viable dentro de un programa de
control, ademas de la recuperacion mostrada a partir de
los 45 dias, lo cual evidencia que el proceso de reciclaje
se esta llevando a cabo en los criaderos, caracteristica
fundamental de este producto que constituye una de sus
principales bondades (Des Rochers & Garcia, 1984).
En ambas especies, el biolarvicida se mantiene activo
hasta los 90 dias, con un mejor desempeilo en An.
triannulatus, lo cual posibilita el uso de este producto
en el control. Por otro lado, las graficas parecen
evidenciar diferencias entre las especies en la respuesta
a las dosis aplicadas, no obstante a que el analisis de
varianza niega esta posibilidad.

En el otro bioensayo, los resultados sobre An.
braziliensis son muy buenos durante las dos primeras
semanas, manteniéndose en 100% de reduccion en
este lapso, para luego desplomarse en forma abrupta,
lo cual dificulta la interpretacion de los resultados. Una
de las causas de este comportamiento, puede ser la
baja densidad de larvas de anofelinos en los criaderos,
tal como ha sido descrito previamente para esta zona
por Moreno ef al. (2000), lo cual puede causar sesgo
en el muestreo. Por esta razon, una alternativa para la
interpretacion de los resultados puede ser la observacion
de la densidad relativa de larvas, es decir, la densidad
antes y después de la aplicacion del producto. A pesar
de ello, los resultados son importantes debido a que
es la primera vez que se evala este producto sobre
esta especie en Venezuela. Por otro lado, es necesario
seguir evaluando la eficacia del biolarvicida sobre An.
braziliensis, teniendo en cuenta que esta especie ha
sido sefialada como vectora de malaria en la region
de sabanas altas del pais (Osborn et al., 2006)
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El analisis de varianza, provee de una
herramienta muy util que permite el examen detallado
de los resultados y la comparacion exhaustiva del
efecto de los tratamientos sobre las diferentes especies
de anofelinos no siempre evidentes en los graficos de
persistencia. En este caso, los resultados del analisis
no revelaron interacciones significativas entre las dosis
y las especies, lo cual significa que no hay evidencia
suficiente para sefialar una respuesta diferencial de las
especies de mosquitos a las diferentes dosis aplicadas,
que sugiera la existencia de susceptibilidad especifica
al biolarvicida. No obstante, se considera que este es
un aspecto a seguir siendo investigado.

Mas alla de los resultados alcanzados en los
bioensayos, hay varios aspectos positivos que destacan
en los experimentos realizados. El primer bioensayo,
permite establecer una persistencia de alrededor de 28
dias con recuperacion de la eficacia a los 45 dias para
An. marajoara con ambas dosis, y de 90 dias por encima
de 80% para An. triannulatus con 3 gr/m?, lo cual es
excelente, siendo en ambos casos igualmente efectivo,
lo que es muy importante si se tiene en cuenta que An.
marajoara es un vector importante de malaria en esta
area (Moreno et al., 2007). Resultados muy similares, de
mas o menos 28 dias de persistencia, fueron obtenidos
con esta misma formulacion del producto por Berti et al.
(2002) aplicado contra An. aquasalis en el estado Sucre a
las mismas concentraciones. A diferencia de este trabajo,
ellos solo obtuvieron efectividad de 100% solo hasta el
dia 4, mientras que en nuestro caso se mantuvo hasta el
dia 7 con ambas especies. Igualmente, en otro trabajo
Berti & Gonzalez (2004) obtuvieron reduccion larval
superior al 80% durante 24 dias, sobre An. aquasalis
en Sucre, pero con la formulacion WDG a 51% de
Vectolex, que es una formulacion de una concentracion
de ingrediente activo mucho mas elevada que ésta.
A la luz de estos resultados, los nuestros pueden ser
considerados muy buenos.

En el caso de An. braziliensis, 1os resultados
son mas modestos, se alcanzo una persistencia de 21
dias de alrededor de 60%, no obstante, destaca en esta
especie la persistencia de 100% alcanzada hasta el dia
14 en el herbazal, resultado similar al obtenido para An.
triannulatus en el mismo, lo que sugiere diferencias
notables en la efectividad del producto de acuerdo al
tipo de criadero.

Por ultimo, ademdas de los resultados
prometedores para el control de vectores alcanzados,
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hay que destacar el hecho de que es la primera vez que
este producto se evallia sobre especies estas especies
de anofelinos, y es la primera vez que se evaluan
biolarvicidas en esta area endémica, lo que constituye
un paso fundamental en el disefio e implementacion
de nuevas estrategias de control de malaria en ese
foco y abre nuevas expectativas en la lucha contra esta
enfermedad en esta region del pais.
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Evaluation of the persistence of a comercial
formulation of Bacillus sphaericus in malaria
vectors anopheline larval habitats in Bolivar
state, Venezuela

SUMMARY

Sifontes municipality in Bolivar state is the
main malaria endemic area in Venezuela. During the
last five years an annual average of 14,000 cases has
been reported, reaching 13,450 during 2008, resulting
in an epidemic situation. A commercial formulation of
Bacillus sphaericus Neide (Vectolex CG 7.5%), was
evaluated in larval habitats of Anopheles marajoara,
An. triannulatus and An. braziliensis. Two experiments
were carried out in a lagoon and a pasture inundated area,
2 and 3 gr/m? doses were evaluated during 60 and 90
days. The results point out that there are differences in
the persistence depending on the type of larval habitat
and anopheline species. The general trend indicated
that for all the species the persistence of the Vectolex,
therefore the reduction of the larval population was
100% during the first week. However, it felt under 40%
after day 28, then recovered by day 45, and remaining
around 40% for 90 days with both doses. A similar
pattern was observed for An. marajoara, whereas for An.
triannulatus the efficacy remained around 80% during
90 days only at 3 gr/m?. With An. braziliensis there was
100% persistence until day 14 with both doses, for then
felt abruptly without recovering. This is the first time that
B. sphaericus was evaluated for these anopheline species
in Venezuela, considering these results promissory for
the malaria control program.
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