BOLETIN

DE MALARIOLOGIA
Y SALUD AMBIENTAL
Vol. XLV, N° 2, Agosto-Diciembre, 2005

Evaluacion de tres métodos para recoleccion de pupas de Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) en criaderos artificiales
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La evaluacion de la abundancia de pupas es una herramienta de gran importancia que nos da
informacién en relacién al criadero-riesgo, aportando estimaciones de poblaciones adultas de Ae.
aegypti. Con miras a determinar la productividad de criaderos del vector, se evaluaron tres métodos de
muestreo para la recoleccién de pupas en recipientes que almacenan agua agua (pipotes de 200 litros)
para consumo humano. Los métodos: trampa embudo (TE), balén de vidrio (BV) y aro colador (AC),
fueron replicados entre 10 y 5 pipotes por dia, para un total de 6 dias. La TE tuvo un periodo de
observacion de 24 horas/ pipote, mientras que un promedio de tres colectas/dia/pipote fueron realizadas
para el BV y AC. Fueron sembradas 100, 50 y 10 pupas en los pipotes y se evalué su recuperaciéon a
través de los métodos descritos, los valores medios de recuperacién y el porcentaje de de efectividad
fue medido. En la siembra de 100 pupas, los valores medios de recuperacién fueron: TE= 17.5, BV=86.6
yAC=93.7. Para 50 y 10 pupas sembradas se obtuvieron valores de TE= 7.9y 1.8, BV=46.2y 8.8, AC=
45.6 y 9.1, respectivamente. Diferencias significativas entre los métodos (p<0.0001) fueron observadas
para cada una de las siembras evaluadas. El porcentaje de efectividad relacionado con el numero de
pupas recuperadas fue: TE=17.5%, 15.9% y 18%, BV= 86.6%, 92.4% y 88.3% y AC=93.7%, 91.3% y
90.6%, para 100, 50 y 10 pupas sembradas, respectivamente. Se observé consistencia para cada
método en los porcentajes de recuperacién. El AC fue mas efectivo en la recuperacién con 100 pupas
(93.7%) y 10 pupas (90.6%) al compararlo con el BV (86.6% y 88.3%), observandose consistencia en
los valores para 50 pupas. A la luz de los resultados obtenidos, el método de AC se podria considerar
como una herramienta Util para el muestreo de pupas a ser incorporada en la vigilancia entomolégica de
campo, facilitando la evaluacién de los criaderos para optimizar las operaciones de control vectorial.
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INTRODUCCION

El denguey dengue hemorrégico representaun
problema de Salud cada vez mas grave paralos paises
de la Region de Las Américas, donde € 45% de la
poblacion vive en zonas endémicas. Cada afio se
producen alrededor de 50 millones de infecciones por
dengue con 500.000 casos de dengue hemorragico (DH),
esto equivale a un caso de DH cada minuto que
transcurre (Parks & Lloyd, 2003). Denguey DH hasido
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reportadaen Venezueladesde 1989 (Codllo & Mazzarri,
1990), convirtiéndose en una endemia permanente
presente en todos los estados del pais, hasta la fecha
presenta un reporte total 20.323 casos de dengue /
dengue hemorrégico, con un 6.3% (1278 casos) de DH
(MSDS, 2005).

Aedes aegypti esel principal vector reconocido
como responsable delatransmision de denguey dengue
en su manifestacion hemorragica. Esta ampliamente
distribuido en la mayoria de las éreas urbanas donde
utilizarecipientesde gran diversidad como criaderosy
las hembras adultas se alimentan casi exclusivamente
de sangre humana. Su fécil adaptacion alascondiciones
ambientales urbanas, le permite desarrollar su ciclo
bioldgico en una gran variedad de recipientes tanto
artificialescomo naturales (Forattini & Méarquez, 2000).
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Sin embargo, es mas comun encontrarlo en recipientes
(grandes o pequefios) que contengan agua para €l
consumo humano tanto dentro como en losarededores
de las viviendas (Christopher, 1960). Mazzarri et al.
(2000) determinaron que los pi potes donde se almacena
aguade consumo humano representan 77% de criaderos
positivos en localidades con deficiente suministro de
agua, asi mismo, Forattini & Marques (2000)
encontraron que | as cajas de agua de uso domestico se
corresponden con el 95% de recipientes positivos para
el vector Ae. aegypti.

Evaluar lasinfestaciones del vector atravésde
los indices larvarios, en los actuales momentos, es la
principal herramientadevigilanciaentomol égica: indice
acasa(IC), indicearecipiente o criadero (IR) eindice
de Breteau (IB). Aun cuando, estos indices se han
usado paraestimar € tamafio delas poblacionesadultas
de Ae. aegypti y € grado de infestacion del vector en
las comunidades (Morrison et al., 2004; Chan, 1985),
los indices larvarios tienen poca relacién con la
abundancia relativa de poblaciones de hembras del
vector (Kay et al., 1987; Reiter, 1992). Lautilizacion de
los indices basados en €l nimero de pupas (indice de
pupas) es considerada como una aproximacion de
mayor exactitud al estimar el nimero de adultos
presentesen el areade estudio. Focks & Chadee (1997)
han demostrado que los criaderos con presencia de
pupas son responsables de una produccién de > 90%
de Ae. aegypti. El calculo delaemergenciadel vector,
paraestimar la poblacion de hembras adultas, através
de la estimacion de pupas presentes en € criadero, es
el valor mas representativo de la cantidad de adultos a
emerger. Seleccionar un mecanismo efectivo para el
muestreo de pupas en |os criaderos mas frecuentes, es
un factor epidemiol 6gico importante en virtud de que
con €lo se estima el riesgo de la transmision por la
presencia potencial de adultos del vector en un area
determinada.

Siendo los pipotes (recipientes de 200 litros),
los criaderos con mayor presenciaen lasviviendasque
adol ecen de un suministro continuo deaguaen laciudad
de Maracay, estado Aragua, se evaluaron
cuantitativamente la eficacia de tres métodos para la
recol eccion delos estadi osinmaduros conocidos como
pupas. Este estudio se efectud en el marco de facilitar
una metodol ogia rapida, de bajo costo y cuantificable
para el muestreo de pupas que permita la vigilancia
entomolégica de Ae. aegypti en los programas de
control vectorial.
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MATERIALES Y METODOS

Métodos de recoleccién

Se evaluaron tres métodos de muestreo parala
recol eccién de pupas de Ae. aegypti en recipientes que
amacenan agua paraconsumo humano (pipotes de 200
litros).

A. Trampa embudo (TE). Este equipo actliaen forma
pasiva. Latrampaembudo (Kay et al., 1992; Gionar et
al., 1999) se utilizo con agunas modificaciones. un
embudo plastico de 20 cm de diametro, una botellade
plastico de un litro de capacidad con taparemovibley
un aro de metal, cuyo peso oscila entre 200 y 250 gr,
ubicado con un corddn en € cuello del embudo (Fig. 1).

———

Fig. 1. Método de recoleccién Trampa embudo (TE)

B.Baondevidrio (BV). Consisteenunbalondevidrio
(reservorio), de un litro de capacidad conectado a dos
extremos. Un extremo va unido a través de una
manguera, aun tubo devidrio de 40 cm que sirve para
larecoleccion de las pupas dentro del agua contenida
en los pipotes. El otro extremo del balén se une auna
manguera que sirve para la succién de las pupas al
recipiente (reservorio) (Fig. 2).

Fig. 2. Método de recoleccion Balén de Vidrio (BV)
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C. Aro colador (AC). Este consiste en un aro metédlico
de33cmdediametro, a cual vasostenida, enformade
embudo, un cedazo de tela de organza de 60 cm de
profundidad. El aro estaconectado aun brazo de metal
de77cmdelargoloque permitesufacil manipulacion
ene€l interior delos pipotes paralarecol eccién de pupas
(Fig.3).

Fig. 3. Método de recolecciéon Aro Colador (AC)

Area de trabajo

El estudio seredlizd en Maracay, Venezuela (10°
16" 14" N, 67° 34’ 52" W), en el Laboratorio de
Entomologiaen Salud Publica, Direccion de Vigilancia
Epidemiol6gica, MSDS, a una temperatura promedio
de28°Cy unatemperaturade aguapromedio de 25 °C.
Las evaluaciones se realizaron en horas de la mafiana
(8:00a11:00am). El materia bioldgico (pupas) provenia
decepasdeAe. aegypti criadasen €l laboratorio, delas
cuales se obtenian 3000 pupas promedio/dia para ser
colocadas en |os pipotes que contenian agua limpia.

Metodologia

Cantidades preestablecidas de pupas se
evaluaron paralostresmétodos: 100 pupas/recipiente,
50 pupas/recipientey 10 pupas/recipiente. Lasiembra
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de 100 pupas fue realizada en 10 pipotes/dia por seis
dias, paraun total de 60 observaciones. Lasiembrade
50y 10 pupas fue realizada en 5 pipotes/dia por seis
dias, con un total de 30 observaciones para cada
siembra. Las pupas se reemplazaban diariamente para
cada método empleado, esto con lafinalidad de evitar
€l posible maltrato delasmismasdurante larealizacién
delaspruebas. L as pupas que durante su manipulacién
sufrieron cualquier dafio, eran eliminadasy sustituidas
por nuevas. El volumen final de agua en los pipotes
durante la realizacion de las pruebas vario entre 190-
196 litros. El numero total de estadios inmaduros
utilizadosfue de 21.400 pupas, paracadadensidad pupal
|as cantidades oscilaron entre 900y 18.000 (Tablal).

Trampa embudo: Parasu utilizacion € reservorio
fue llenado de agua hasta un punto medio de su
capacidad. Al contacto con €l agua, € peso del metal
invierte latrampa colocandolaen posicion invertiday
€l aire dentro de la botella de plastico permite que la
trampaflote en la superficie del aguamientras quelas
formasinmadurasdel vector semuevenalolargodela
columna de agua y penetran en el embudo invertido
hasta la botella de plastico. Las pupas seleccionadas
fueron sembradas en |os pipotes (200 litros) y a cabo
de5 minutosseintrodujolaTE. Esto con lafinalidad de
lograr una aclimatacion delas pupas. A las 24 horas se
retirabalaTE del aguay seprocediaacontar el nimero
de pupas que entraron en la botella de plastico.

Baldn de vidrio: Una vez colocadas las pupas
en los pipotes, se esperaban cinco minutos
(estahilizacion), seprocediaasuccionar por lamanguera
y las pupas fueron recolectadas a través del tubo de
vidrio hacia €l reservorio. Cuando se completaba su
capacidad, se vaciaba el contenido del balén en una
bandeja de plastico donde se contaban las pupas
recolectadas. Se establecio el parametro de tres pases
por cada pipote.

Tabla I. Total de pupas de Ae. aegypti utilizadas en los ensayos sobre evaluacién de métodos de recolecciéon
en relacién a diferentes densidades de pupas sembradas en los pipotes (200 litros).

Métodos de Total 100 pupas Total 50 pupas  Total 10 pupas Totales por
recoleccion sembradas sembradas sembradas cada método
Trampa Embudo (TE) 6000 1500 300 7800
Balon de Vidrio (BV) 6000 1500 300 7800
Aro Colador (AC) 6000 1500 300 7800
Total 18000 4500 900 21400
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Aro colador: Colocadas las pupas en los pipotes,
después de 5 minutos, € AC eraintroducido lentamente
en formalatera hastael fondo. Sele haciagirar, hasta
formar un remolino con lacolumnade aguay subiendo
lentamente por la misma, de manera que el mayor
volumen de agua pasara a través de la organza
recolectando | os estadios inmaduros. Después de cada
pase, la organza era lavada sobre una bandeja de
plastico y los estadios inmaduros recolectados se
contaron. Se establecid el pardmetro de tres pases por
cada pipote. Losdatos fueron analizados por medio de
pruebas de ANOVA (Tukey HSD test de comparacion
demedias). Seevalub lasdiferencias entre cadamétodo
empleado a través de la significancia de medias
obtenidas para € numero de pupas recuperadas, asi
mismo, se evalud lasensibilidad del método basandose
enlos porcentajes de efectividad adiferentes siembras
de pupas.

RESULTADOS

Se evalud la efectividad (porcentaje de
recuperacion) de los estadios inmaduros (pupas) una
vez que fueron colocados en los pipotes (200 litros)
con agua. L osresultados obtenidos cumplian paracada
una de las densidades de pupas, cumplen con los
parametros de normalidad de Shapiro-Wilk (W= 0.78-
0.80, p<0.05) y de heterogeneidad de varianzas de
Bartlett (x>=1.67-5.72, p>0.05). Por lo tanto, serealizd
el andlisis de comparacion de medias de cada
tratamiento paralarecuperacion de pupas acantidades
preestablecidas, utilizando ANOVA.

EnlaTablall secomparan las medias obtenidas
de las pupas recuperadas, variable importante en la
determinacion de las poblaciones de adultos de Ae.
aegypti, para cada método y a diferentes densidades
pupales. Se observaron diferencias significativas
cuando lasiembrafue de 100 pupas (p< 0.0001), para
lostresmétodosde TE (17.5+ 9.9), BV (86.6+ 10.5) yAC
(93.7+ 8.9), sin embargo, no se obtuvo diferencias
significativas (p>0.05) paralasiembrade 50 pupas, entre
el BV (46.2+ 3.7) y el AC (45.6x 4.8), similar
comportamiento se obtuvo con lasiembrade 10 pupas
para ambos métodos. La TE resultd altamente
significativaen comparacion conel BV y el AC para50
y 10 pupas sembradas (p< 0.0001). Estrechos rangos
de los intervalos de confianza para los métodos
evaluados dan indicios de obtener con 95% de
probabilidad, valores similares alas medias obtenidas,
en condi ciones experimental esde campo. El porcentgje
de efectividad relacionado con €l numero de pupas
recuperadas, para cada método fue: TE=17.5% (n=
1051), 15.9% (n=239) y 18% (n=54); BV=86.6% (n=
5200), 92.4% (n=1386) y 88.3% (n=265) y AC=93.7%
(n=5622), 91.3% (n=1370) y 90.6% (n=272), para100,
50y 10 pupas sembradas, respectivamente. Losvalores
muestran consi stenciapara cadamétodo, sin embargo,
se observo que tanto para el BV como parael AC €
porcentaje de efectividad (recuperacion de pupas)
disminuye en la medida que se reducen los estadios
inmadurosen el criadero (Fig. 4). ComparandolaTE
con los otros dos métodos, se observa una menor
efectividad en larecuperacion delas pupas sembradas,
lacua posiblemente varelacionada con lamovilidad

Tabla Il. Valores promedio e intervalos de confianza al 95% para el nimero de pupas de Ae. aegypti recuperadas
con tres métodos de recoleccion, en relacién a la siembra de 100, 50 y 10 pupas.

100 pupas’ 50 pupas’ 10 pupas’
Método de Media + DE* Media + DE* Media + DE*
recoleccion (IC*™ al 95%) (IC** al 95%) (IC** al 95%)
Trampa Embudo (TE) 17.5+99a 796+4.1a 1.80+1.6a
(14.8-20.1) (6.41-9.52) (1.19-2.40)
Balén de Vidrio (BV) 86.6 +10.5b 46.2+3.7b 8.83+1.8b
(83.8-89.3) (44.8-47.6) (8.14-9.52)
Aro Colador (AC) 93.7£89¢ 456+48b 91+1.1b
(91.4-96) (43.8-47.5) (8.62-9.50)

Medias en las columnas con la misma letra no son significativamente diferentes (ANOVA, p>0.05)

*DE= desviacién estandar
**|C= Intervalos de confianza al 95%

'10 replicas/dias para un total de 6 dias °5 replicas/dia para un total de 6 dias
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Fig. 4. Efectividad de los métodos de muestreo para
cantidades preestablecidas de pupas.

delos estadios inmaduros alo largo de la columna de
agua.

DISCUSION

Seguin observacionesrealizadas por Tun-Lin et
al. (1996) y Focks & Chadee (1997) losindiceslarvales
acasa, depositoy Breteau, presentan deficienciasenla
estimacion de poblaciones adultas de Ae. aegypti. Por
lotanto, serequiere priorizar las operacionesde control
estimando las poblaciones de adultos basados en
indices quereflejen realmente laproductividad de cada
uno delos criaderos. Estudios realizados por Focks et
al. (1981), Focks & Chadee (1997), Focks(2003), entre
otros, obtuvieron positiva correlacién entre € conteo
de pupasy la productividad del criadero estudiado. A
laluz de estas observaciones, se consideraque através
de la estimacioén de los indices pupales, con
metodol ogiasrapidasy directasenloscriaderos“tipos’
presentes en todas las casas, se podrian obtener
estimaciones de la abundancia de adultos hembras y
evaluar € riesgo de transmisién de dengue. Paratal fin,
se evaluaron en condiciones controladas y con
cantidades conocidas de pupas, tres métodos para
estimar la sensibilidad que cada uno tiene en la
recuperacion de pupas en los criaderos (pipotes 200
litros) més comunes en las comunidades de Maracay,
estado Aragua (Mazzarri et al., 2000).

Parauna estimacion cuantitativa, los resultados
obtenidos muestran que los estadios pupales pueden
ser evaluados més efectivamente con los métodos de
baléndevidrio (BV) y aro colador (AC). Sinembargo,
los valores para porcentaje de efectividad para cada
uno delos métodos, mostraron consistenciaentrellos.
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Las medias del niimero de pupas recuperadas, indican
gue la trampa embudo (TE) reporta una menor
captacion, posiblemente debido a su condicion de
meétodo pasivo donde la movilidad de las pupas juega
un papel fundamental. Metodologia similar ala TE
conocidacomo Vietrap, hareportado ser sensibleen la
deteccion de larvas de Ae. aegypti en pozos de aguas
subterraneas (Russel & Kay, 1999). El presentetrabajo
obtuvo resultados similares muestreando los estadios
pupales. Esto implica que podria ser factible su
utilizacién tanto para larvas como para las pupas sin
olvidar, que la movilidad de la larva juega un papel
importante cuando se trata de métodos de recoleccion
pasivos, comoeslaTE. Lasestimaciones porcentuales
parala TE presentan valores similares alas diferentes
siembras de pupas, las cuales van en el rango de 15 a
18%. Con estamismametodol ogia Gionar et al. (1999),
obtuvieron resultados similares al explorar pozos
subterraneos con densidades bajas de estadios
inmaduros. Aun cuando esta metodologia se ha
empleado para la captura de estadios larvales
basandose enlamovilidad delas mismas, losresultados
obtenidos no difieren grandemente cuando
comparamos el porcentaje de recuperacion delas pupas
obtenidas.

Los métodos BV y AC evaluados, dieron
resultados de captura de inmaduros superior a 80%
para las diferentes siembras pupales realizadas. Los
valores obtenidos de recuperacion (porcentaje de
efectividad) depupasparaed BV oscilaronentre86.6y
92.4%, mientras que parael AC los valores obtenidos
estan entre 93.7 y 90.6% de recuperacion de pupas.
Siendo ambos métodos activos en la blisqueda de los
estadios inmaduros, el AC fue mas efectivo en la
recuperacion con 100 pupas (93.7%) al compararlo con
el BV (86.6%) y 10 pupas (AC=90.6, BV=88.3),
observandose consistencia en los valores de
recuperacion para 50 pupas. Estos métodos podrian
decirse son adaptacionesdelastécnicas“dipping” (AC)
y “sweeping” (BV) utilizadaspor Tun-Linetal. (1994),
donde se obtuvieron valores entre un 94 y 72% de
deteccion de estadios inmaduros en la superficie del
agua, valores similares fueron obtenidos para los
métodos evaluados entre 86.6% y 93.7%. En lineas
generales, no se reportd una disminucion marcada en
laefectividad delosmétodos, a disminuir €l nimero de
estadios en los pipotes, sin embargo, el BV y AC
mostraron una variacion (reduccion) en €l porcentgje
de recuperacion al reducir el numero de pupas
sembradas de 10 pupas, resultados que muestran
semejanzas con observacionesrealizadas por Tun-Lin
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et al. (1994), con estadios inmaduros de Ae. aegypti.
Hay que acotar que las pupas son mas visibles en la
superficie del agua sin perturbar y mas faciles de
capturar en comparacion aotrosestadios. En el estudio
se observé que después de la inmersion del AC, las
pupastienden adescender y emigrar hacialosextremos
del pipote, en forma ascendente y con movimientos
mas vigorosos. L os estadiosinmaduros en general son
sensiblesacualquier variacion del medio quelosrodea,
estimulos mecénicos, cambios en e movimiento del
aguay cambiosen laintensidad delaluz. Detad manera,
es importante que en la captura de los mismos se
empleen métodos que provoquen la menor alteracion
del medio. Una Gnicainmersion con el AC podria ser
mas efectiva y precisa en la captacion de pupas
presentes en un criadero creando un vortex con la
columna de agua. Sin embargo, en su defecto esto
podria arrastrar depdsitos del fondo del pipote
enturbiando el agua, 1o que se podria traducir en una
resistencia hacia la utilizacién del método por los
residentes de las comunidades.

En este estudio se hacomparado lafactibilidad
del uso de tres métodos de recol eccidn de pupas, donde
uno deellos(TE) espasivo y disefiado principal mente
paralarecoleccion deestadioslarvales. Sin embargo, a
la luz de los resultados obtenidos, consistentes con
losestudiosrealizados por Gionar et al. (1999), y Russel
& Key (1999), podriamosimplicar su utilizacion enla
recoleccién de pupas también.

Focks et al. (1981) estimaron la poblacion de
hembras adultas de Ae. aegypti através del contaje de
pupasdirectamente en criaderosde0.5a11.9litros. Asi
mismo, Focks & Chadee (1997) estimaron que criaderos
tipos (entre los cuales figuran recipientes de 200 litros)
contribuyen con 90% de pupas en términos de
produccién de Ae. aegypti. En los pipotes evaluados
(200 litros) fue significativa la recuperacion de pupas
basadaen lametodol ogia utilizada, por lo queresultaria
factible que através del conteo de pupas en criaderos
presentes en |as casas, se podriaestimar laabundancia
de las poblaciones adultas de Ae. aegypti.

La evaluacién de métodos que puedan ser
incorporados en la vigilancia entomolégica, capaces
de suministrar informacion quefacilitalaestimacion de
la productividad de criaderos y la estimacion de la
poblacién adulta basado en los indices de pupas,
estadio con menor tasa de mortalidad, se constituyen
en prioridades paralaprevenciony control de dengue,
enfermedad endémicaen nuestro medio.
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SUMMARY

EVALUATION OF THREE METHODS FOR
COLLECTING PUPAE OF Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae) IN DRUMS.

Pupae surveillance is an important tool for containers
evaluation, revealing needed information about the
specific risk-container as a function of vector
abundance. In order to measure the productivity of
the containers, sampling methodsfor pupae collection
were carried out inlaboratory conditionsin 200L -drums.
As aresult, three methods for collecting pupae were
tested: floating funnel trap (TE), glass balloon (BV),
and hoop strainer (AC). Each one of them was
replicated in 10to 5 drums/day over 6 different days. A
24-htrapping period for TE method and amean of three
collections/drum/day were done for the BV and AC
methods. A number of 100, 50 and 10 pupae were
released into full water drums and collected with
technical devices. Mean and percentage recovery
values (its effectiveness) were recorded. When
releasing 100 pupae, the mean of recovery for thethree
methodswas. TE=17.5, BV=86.6 andAC=93.7. When
releasing 50 and 10 pupae, the mean was. TE= 7.9 and
1.8,BV=46.2and 8.8, AC=45.6 and 9.1, respectively.
Among the methods, significant differences were
found for different numbers of pupae released
(p<0.0001). Therecovery percentage, based on overall
pupaerecovered, was: TE=17.5%, 15.9% and 18%, BV=
86.6%0, 92.4%y 88.3% and AC=93.7%b, 91.3% and 90.6%,
for 100, 50 and 10 pupae released respectively,
obtaining consistent results among them. The AC
method showed ahigher sensitivity (100 pupae (93.7%)
and 10 pupae (90.6%)) when compared with the BV
method (100 pupae (86.6%) and 10 pupae (88.3%) )
Finally, in the view of these results a practical
surveillance method for pupae involving sampling,
such as the hoop strainer (AC), needs to be
incorporated into entomological field testsin order to
evaluate key containersin vector control programs.
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