BOLETIN
DE MALARIOLOGIA

Y SANEAMIENTOAMBIENTAL
Vol. XLI, N° 1y 2, Enero - Diciembre, 2001

Estudio compar ativo de la susceptibilidad de poblaciones de Anopheles
aquasalisa la infeccién con Plasmodium vivax en Venezuela

Jorge E. Moreno, JestisA. Berti y Julio E. Gonzalez

Anopheles aquasalis es un importante vector de malaria en Venezuela, Brasil, Trinidad e
islas del Caribe. En Venezuela, esta especie es responsable de mantener un foco de transmision
de malaria por Plasmodium vivax en los estados Sucre y Delta Amacuro, sin embargo hacia el
occidente no esta implicada en la transmision. Con la finalidad de comprobar la existencia de un
gradiente en la competencia vectorial de esta especie, que va de mayor a menor desde Brasil
hacia Venezuela, se emprendié un estudio de su susceptibilidad a P. vivax en cuatro localidades
seleccionadas en el oriente y centro de su distribucién geografica en Venezuela; dos en el delta
del rio Orinoco, una en el estado Sucre y una en el estado Aragua. De cada una de estas localidades
se infectaron experimentalmente mosquitos criados en el laboratorio (F1) sobre pacientes infectados
con P vivax. Los resultados obtenidos son indicativos de diferencias en la susceptibilidad a P.
vivax entre las poblaciones de An. aquasalis estudiadas. Se reporta el fenémeno de melanizacién

de ooquistes y esporozitos.

Palabras clave: Anopheles aquasalis, Plasmodium vivax, susceptibilidad, infeccién
experimental, melanizacion, Venezuela.

INTRODUCCION

Anopheles aquasalis Curry, 1932 es un
importante vector de malaria en la region noreste de
Suramérica que incluye Venezuela, Trinidad, Guyana,
Suriname, Antillas menores y Brasil (Fleming, 1986).
En Venezuela es considerado el principal vector de
malaria por Plasmodium vivax en laregién costera del
extremo nororiental del pais (Berti et al,1993a),
representando un problema de salud publica por la
elevadamorbilidad malaricaregistradaen esazona. En
1988 se registraron 4.998 casos de malaria en el estado
Sucre, en 1989 hubo 5.513, en 1990 €l registro fue de
6.842y en 1991 Ilegod a 8.231 casos (Berti et al, 1998).
Por este mativo, en €l afio 1991 seinicio un proyecto de
investigacién (Berti et al, 1993 a, b), que abarco aspectos
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taxondmicos, biondmicos, ecol dgicosy de competencia
vectorial, destinados a conocer mejor la biologia y
ecologia de esta especie e implementar un programade
manejo integrado de vectores en laregion (Zimmerman
& Berti, 1994).

Anopheles aquasalis esta distribuido en toda
la region costera de Venezuela desde € delta del rio
Orinoco en el oriente hasta el estado Zulia en el
occidente. Sin embargo, sdlo esincriminado como vector
en lazonaoriental del pais, principalmente en el estado
Sucre (Berti et al, 1993a; Caceres, 1993; Zimmerman
& Berti, 1994). Esta especie no tiene ninguna
responsabilidad en latransmisién mal&ricadel occidente
del pais. Anophelesaquasalisesreportado enlacuenca
del Lago de Valencia por Cova-Garcia (1964). En su
distribucion continental laespeciesolo es vector en la
porcion occidental, desde Brasil hasta Venezuela,
incluyendo Guyanaeidasvecinas (Faran & Linthicum,
1981). Debido a la variacion en el gradiente de su
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competencia vectorial, se ha sugerido la existencia de
un proceso de diferenciacion en las poblaciones de esta
especie ubicadas alo largo de la costa continental, que
haderivado en dostiposdiferentes; a estey a oeste del
rio Orinoco, siendo las poblaciones del este excelentes
vectoras a diferenciade lasdel oeste y dondeel delta
deesterio representaunazonade transicion (Steiner et
al, 1981). Este aspecto ha sido estudiado por Moncada
& Conn (1992)quienes encontraron identidad
cromosdmica entre poblaciones de Venezuelay Brasil.
No obstante, Conn et al., (1993) encontraron diferencias
en el ADN de estas dos poblaciones e identidad entre
las poblaciones de Venezuelay Trinidad. En el presente
trabajo se quiere comprobar si existen diferenciasen la
susceptibilidad a P. vivax entre poblaciones de An.
aquasalis del centro y oriente del pais, que confirmen
al menos parcialmente, la existencia del gradiente
sugerido por Steiner et al., (1981).

MATERIALESY METODOS

Area de estudio. Se seleccionaron cuatro localidades
deestudio en lapartecentral y oriental deladistribucion
geograficade la especie en Venezuela (Figura l). En el
delta del Orinoco se seleccionaron dos localidades
ubicadas a ambos margenes del mismo; Pedernales
(PED, 9°57'N, 62°6'W) y La Linea (LIN, 8°19'N,
59°51"W) en lafronteracon Guyana; en el estado Sucre
lalocalidad de SantaRosa (SUC, 10°42'N, 63°25'W) y
en el estado Aragua a Cafio Rico (ARA,10°7'N,
67°36"W), enlariberaoccidental del Lago deVaencia
El &rea de estudio se corresponde con la ecoregion
Costera, segun la clasificacién ecoregional de los
vectores de la malaria propuesta por Rubio-Palis &
Zimmerman (1997), salvolazonadel Lago deVaencia
gue segln estos autores corresponde a la ecoregion de
Piedemonte.

Colectay criade Anophelesaquasalis. Se colectaron
especimenes hembras de An. aquasalis sobre cebo
humano o animal (WHO, 1975) en cada una de las
localidades. Para la localidad de Pedernales se
incluyeron las dos subpoblaciones de la especie
existentes en el area, An. aquasaliss.s. y An. aquasalis
deltaorinoquensis (Cova-Garciaet al, 1977) como dos
poblacionesdiferentes (PED1y PED2 respectivamente).
Lapoblacién Pedernales 2 anteriormente fue considerada
como laespecie An. deltaorinoquensis por Cova-Garcia
et al, (1977), pero posteriormente fue colocada en
sinonimia con An. aquasalis (Faran, 1980). Todas las
hembras sel eccionadas fueron alimentadas con sangre
humana proveniente de voluntarios y mantenidas en
condiciones deinsectario seguin lametodologiadescrita
por Zerpa et al, (1997, 1998) para la obtencién de la
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primerageneracionfilial.

Infeccion experimental de mosquitos. Se infectaron
hembras de An. aquasalis pertenecientes a la primera
generacion filial (F1) obtenidas en laboratorio, de
aproximadamente 72 horas de emergidas, provenientes
de parental es colectadas en cada una de las |ocalidades
deestudio. Estas, fueron puestasapicar en ayunasobre
pacientes adultos infectados con P. vivax, en el estado
Sucre, de acuerdo al protocolo para experimentos con
humanos (WHO, 1975). Se sel eccionaron pacientes que
no hubiesen recibido tratamiento antimal &rico aquienes
se les diagnostico previamente la parasitemia en gota
gruesa. Los mosquitos fueron puestos a picar sobre el
paciente febril en vasos de cartén, en lacarainternade
la pierna por debgjo de la rodilla hasta su completa
replecion (WHO, 1975; Davis, 1994). Se determind la
gametocitemia/pl de sangre en gotagruesaa momento
delaingestion, seglin laecuacién: parasitemia= No. de
gametocitos x 8.000/100 leucocitos. Los mosquitos no
repletos eran retirados del vasoy eliminadosdel estudio.
Los mosquitos alimentados fueron mantenidos en un
insectario a una temperatura media de 28°C y una
humedad relativa superior al 80% por un lapso minimo
de 10 dias hastacompletar €l ciclo esporogénico. Como
dieta de mantenimiento se les suministréo miel de abegja
a 10%.

Determinacion de la infeccion en e mosquito. La
infeccién en el mosquito fue determinada por €l método
clésico de diseccion de estémago y glandulas salivales
en solucion salina (WHO, 1975). Parala busgueda de
ooquistes se disecaron mosqguitos a partir del cuarto dia
de la comida infectante. Durante los dias 7, 8y 9 se
disecaron estdbmagos y glandulas salivales para la
blsqueda simultanea de ooquistes y esporozoitos; a
partir del dia 10 se disecaron solo glandulas salivales
hasta el dia 14, siempre y cuando la sobrevivencia del
mosquito lo permitiera. Los estbmagos fueron
examinados en fresco bajo microscopio compuesto
(400X) en solucién fisiolégica saturada con azul de
metileno para el contgje de los ooquistes. Siempre se
examind cuidadosamente el estémago de cada mosquito,
observando en detalle cada plano del objeto a fin de
contar con mayor exactitud el nimero de ooquistes
presentes. L as glandulas salivales fueron maceradas en
unagotade solucion fisiol égicahaciéndose un extendido
circular de aproximadamente 10 mm dediametro, €l cual
fue fijado durante 10 minutos con metanol y coloreado
con Giemsa. El contaje de esporozoitos se hizo bajo un
microscopio compuesto (1.000X), siempre se contaron
100 0 méas campos.

Andlisis estadistico: Para el andlisis estadistico se
utilizo el programa Statisticall versiéon 4.0. (Copyright
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@ Statsoft. Inc. 1993). Los datos no estuvieron
distribuidos normal mente paraningunadelasvariables.
En el caso delavariable ooquistes melanizados serealizd
la tranformacion angular de los datos. Para establecer
asociaciones entre el nimero de parasitos ingurgitados
y €l nimero de ooquistes producidos se definieron para
ambas variables tres rangos: bajo, medio y alto
(Parasitemia baja = gametocitos <720/pl, media =
gametositos < 1.680/pl, alta = gametocitos >1.680/ul;
ndmeros de ooqui stes/estdmago: bajo = ooquistes< 14,
medio = 14 < ooquistes < 28, alto = ooquistes > 28.

RESULTADOS

Ooquistes: Todas las poblaciones experimentales
estudiadas seinfectaron con P. vivax, en mayor o menor
gradoy desarrollaron € parasito hastalafase de ooquiste.
El nimero de ooquistes producidos en el estémago del
mosquito resultd estar asociado negativamente a nimero
de gametocitosingurgitados. Se encontraron diferencias
altamente significativas entre grupos (ANOVA de
Kruskal-Wallis, p < 0,001) en cuanto al nimero de
ooquistes producidos, cuando se separé el nimero de
gametocitosingurgitados por e mosquito entresrangos.
alto, medioy bajo, lo queindicaque probabilisticamente
al aumentar la cantidad de gametocitos ingurgitados

aumenta la probabilidad de que se produzcan menos
ooquistes. Por otro lado, a eliminar lapoblacion de La
Linea, €l andlisis de frecuencias entre poblaciones
demostro que el nimero de ooquistes producidos no es
independiente de la gametocitemia ingurgitada (x2=
90,3001, p<0,01), i.e. & nimero de ooquistes producidos
es mayor cuando la gametocitemia es baja.
Paralelamente, un andlisis de correlacion cruzada
demostro que el 100% de los casos con rango alto de
ooquistesy mas del 80% con rango medio ocurre cuando
el rango de gametocitos ingurgitados es bajo, siendo el
porcentaje de mosquitos positivos muy bajo cuando el
rango de gametocitos es alto (Figura 2).

Los valores para la media de ooquistes
formados para cada una de las poblaciones estudiadas
son resumidos en la Tabla 1. Estos resultados muestran
diferencias estadisticamente significativas entre
poblaciones en cuanto al nimero promedi o de coquistes
desarrollados (Kruskal-Wallis, p < 0,001). Lamediade
ooquistes producidos en la poblacion de La Linea es
considerablemente mayor quelas correspondientesalas
restantes poblaciones (Tabla 1). La media general para
todas las poblaciones de An. aquasalis fue de 10,8
ooquistes por mosquito (Tabla 2). Por otro lado, la
mediana de ooquistes formados por lapoblacion de La
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Fig. 2.- Frecuenciade nimer osdeooquistes producido por mosquito paratodaslas poblacionesde Anopheles

agquasalis, excepto La Linea.
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Linea es estadisticamente superior a las demas
poblaciones(Tabla 3), entrelas cualesno se encontraron
diferencias significativas (PruebaU de Mann-Whitney,
p < 0,05).

Ooquistes melanizados: Todas las poblaciones de

mosquitos estudiadas presentaron el fenémeno de
mel anizaci6n de ooquistes. Laproporcion mediagenera
de ooquistes melanizados para todas las poblaciones
juntas fue de 0,40 en una muestra de 136 mosquitos
disecados (Tabla 2). El valor més elevado (0,35) para
una poblacién correspondié a Pedernales 1y € masbajo

Tabla 1.- Tasa deinfeccién y media del nimero de par asitos de Plasmodium vivax desarrollados por
mosquitosy por paoblacion de Anopheles aquasalis estudiada

Ooquistes Qoquistes M elanizados Esporoitos

No. Tasa Media No. Tasa Proporcion No. Tasa Media

M osquitos Infeccion Ooquistes M osquitos Ooquistes Media de M osquitos Infeccion Esporozoitos
Poblacidon Disecados Ooquistes (Rango) Positivos! Melanizados Melanizados Disecados?  Esporozoito (Rango)
58,74 17,50
LIN 39 0,82 (269) 32 0,47 0,12b 10 0,70 (102)
1,74 53,83
PED1 57 0,61 (12) 35 0,71 0,35a 30 0,73 (374)
1,90 97,44
PED2 53 0,57 (17) 30 0,60 0,32a 15 1,00 (309)
2,02 59,21
SUC 57 0,47 (37) 27 0,41 0,18b 18 0,94 (598)
4,38 22,83
ARA 63 0,44 (42) 28 0,61 0,23b 21 0,57 (260)

(LIN) =La Linea. (PED1)= Pedernales 1 (An. aquasalis s.s.), (PED2)= Pedernales 2 (An. deltaorinoquensis),
(SUC)= Sucre. (ARA)= Aragua. Valores seguidos de | etras iguales no son significativamente diferentes entre si al nivel de 5%

(P < 0,05) (Prueba de Minimo Rango Significativo)
M osquitos positivos a ooquistes
2Diseccion de glandulas salivales

Tabla 2.- Tasa deinfeccion, mediay mediana del nUmero de par asitos de Plasmodium vivax desarrollados
por mosquito en cada fase del ciclo esporogdnico de Anopheles aquasalis

Variable Iﬂa&asz]?a?e Ir:fiiii?’)iz Media + SD M ediana
A 263 0,56 10,80 + 31,76 1,00
B 136 0,57 0,40 + 0,43 0,17
C 107 0,77 48,54 £105,25 2,00
A= Ooquistes

B= Proporcién de ooquistes melanizados.

C= Esporozoitos en glandulas salivales

NUmero total de mosquitos disecados para todas las poblaciones
2Porcentaje de mosquitos positivos.
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(0,12) sepresentd enlapoblacion de LaLinea (Tabla 1).

El andlisis estadistico (ANOVA de Kruskal-
Wallis), mostré diferencias altamente significativasentre
las poblaciones en estudio (p <0,01). Pedernales 1y
Pedernales 2, resultaron estadisticamente similaresentre
si en cuanto a la proporcion media de ooquistes
melanizadosy significativamente diferentesalasdemas
poblaciones (Aragua, Sucrey LaL ined); entrelascuales
no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas (Pruebade Minimo Rango Significativo,
p <0,05) (Tabla 1).

Esporozoitos en glandulas salivales: Todas las
poblaciones estudiadas desarrollaron esporozoitos hasta
la fase infectiva, detectados en glandulas salivales. El
promedio general paratodas|as poblacionesfuede48,5
esporozoitos por glandula (Tabla 2). El valor promedio
mas elevado fue 97,4 esporozoitos paralapoblacion de
Pedernales 2y el masbajo fuede 17,5y correspondi6 a
la poblacién de La Linea (Tabla 1). Se encontraron
diferenciassignificativasentrelas cinco poblacionesde
mosquitos en cuanto al nimero de esporozoitos
detectados en las glandulas salivales (ANOVA de
Kruskal-Wallis, p = 0,0019). La prueba U de Mann-
Whitney aplicada por pares de poblaciones detecté
diferenciassignificativas entrelas mismas (p< 0,05); de
tal manera que la mediana de esporozoitos para la
poblacién Pedernales 2 fue superior a la de las otras
poblaciones, salvo Pedernales 1 quefue estadisticamente
similar. Esta Gltima (PED1) tampoco presento
diferencias significativas con relacion alas poblaciones

de Sucrey Lal inea, pero fue superior alapoblacion de
Aragua. También se encontré similitud entre
Pedernales 1, Sucrey LalLineaeigualmenteentreLa
Lineay Aragua (Tabla 3).

Por otro lado, se encontré una correlacion
positiva significativa entre el nUmero de ooquistes
desarrollados y el nimero de esporozoitos en las
glandulas (rs = 0,3408, p < 0,01), al analizar ambas
variables para todas las poblaciones simultaneamente.
Adicionalmente se observd melanizacién de
esporozoitos en € hemocel e en unafrecuenciamuy baja.

Tasas de infeccion: Las tasas de infeccion para cada
una de las pobl aciones experimental es estudi adas estan
representadas por sus respectivas tasa ooquistica, tasa
esporozoitica y tasa de melanizacion; es decir, la
proporcion de mosquitos que desarrollaron ooquistes del
total de mosquitos alimentados, la proporcién de
mosquitos positivos a esporozoitos del total de
positivos a ooquistes y la proporcion de mosquitos
que presentaron melanizacion del total de positivosa
ooquistes (Tabla 1).

La tasa ooquistica méas elevada (0,82), se
observo en los mosquitos de La Linea y la mas bagja
(0,44) en los mosquitos de Aragua. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
este indice entrelas cinco poblaciones (x2=17,3441; p
(p< 0,01). Latasa esporozoitica més elevada (1,00) se
observé en Pedernales 2 y la més baja (0,57) en los

Tabla 3.- Valoresdela mediana del nimero de par asitos desarrollados por mosquitos en cada fase del

ciclo esporogonico de Plasmodium vivax,

en cada poblacion de Anopheles aquasalis

Ooquistes Ooquistes M elanizados Esporozoitos
Poblacion n M ediana n M ediana n M ediana
LIN 35 30,00a 28 0,01 12 1,00bc
ARA 58 0,00b 22 0,03 30 0,00c
SUC 57 0,00b 25 0,00 19 2,00b
PED2 40 0,00b 16 0,00 16 30,00a
PED1 34 0,00b 15 0,25 30 7,50ab

(LIN) =LaLinea, (PED1) = Pedernales 1 (An. aquasalis s.s.), (PED2) = Perdernales 2 (An. deltaorinoguensis), (SUC) = Sucre. (ARA) Aragua.
Valores seguidos de letras iguales son significativamente diferentes entre si a nivel de 5% (P < 0,05), (Prueba U de Mann-Whitney).
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mosquitos de Aragua. El andlisis estadistico no mostré
diferencias significativas entre las poblaciones en cuanto
aeste indice (x2 = 2,784). La tasa de melanizacion de
ooquistes estuvo entre 0,41y 0,71, correspondiendo el
valor méas elevado aPedernales 1y el méasbajo a Sucre.
No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las poblaciones en cuanto a este
indice (x2 = 7,500).

DISCUSION

La susceptibilidad del mosquito al género
Plasmodium esta determinada por la posibilidad del
parasito en al canzar exitosamente cadaunadelas etapas
desucicloevolutivo dentro del vector, paralo cual debe
superar unaserie de barreras antagénicas que constituyen
estadios criticos en su desarrollo (Warburg & Miller,
1991), y que hacen que diferentes especies de mosquitos
o gruposde ellos, exhiban infectividad diferencial alos
plasmodios. Por tal razén, la susceptibilidad del
mosquito al plasmodio se evidenciaen su capacidad para
desarrollar ooquistes viables, su capacidad para
melanizar pardsitos, su capacidad para desarrollar
esporozoitos hasta la fase infectiva 'y en las tasas de
infeccidn, en las cuales confluyen las variables
anteriores. Estasrazones fundamentan laescogenciaen
este trabgjo, de estas variables para cuantificar la
susceptibilidad de An. aquasalis a la infeccion con P.
vivax. El resultado obtenido, es decir, su nivel de
susceptibilidad, es extraido de su conjugacién méas que
de o observado en una sola de estas variabl es.

En un estudio de susceptibilidad del mosquito
a plasmodio existen dos factores que pueden causar
sesgo en los resultados obtenidos: primero, un factor
cualitativo constituido por la variabilidad genética del
plasmodio y segundo, un factor cuantitativo constituido
por la densidad de la infeccidn ingurgitada por el
mosquito, la parasitemia.

Con relacién a primer factor Gupta & Day
(1994) aseveran quelamalariaen un areaendémicaesta
compuesta por una mezcla de varias cepas
independientemente transmisibles. Gabaldon et al,
(1971) dice quelasdiferentes cepas de Plasmodiumque
existen en Venezuel a se distinguen entre si, ademés de
la virulencia, patogenicidad y susceptibilidad a las
drogas, por la infectividad a los anofelinos. En ese
sentido, nuestros mosquitos fueron alimentados sobre
pacientes de unasolaérea malaricadel foco oriental de
Venezuela, SantaRosaen el estado Sucre. En estamisma
area, Céaceres (1993) no pudo determinar la presencia
de cepas diferentes de P. vivax; ya que en su estudio €l
80% de las muestras mostraron positividad solo a la
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variante Pv-210 del mismo parésito. En cuanto al
segundo factor, la cantidad de parasitos ingurgitados,
podria pensarse que es determinante en la densidad de
la infeccion desarrollada por el mosquito, es decir,
corresponderia una mayor cantidad de gametocitos
ingurgitados a una mayor produccién de ooquistes. No
obstante, Vaughan et al, (1994) en un estudio en el cual
compararon el desarrollo esporogonico de P. falciparum
en varias especies de Anopheles, no encontraron
correlacion entre los macrogametocitos ingurgitados y
la densidad de ooquinetos para ninguna de las especies
utilizadas. Boudin et al, (1993) no encontraron
diferencias significativas en la media de ooquistes
producidos por grupos de An. gambiae alimentados
sobre paci entes con gametocitos o sin gametocitosdeP.
falciparumy P. malariae. En el presente estudio, en el
cual se utilizaron pacientes con parasitemias diferentes,
seencontré unacorrel acion negativaentre el nimero de
gametocitos ingurgitados y el nimero de ooquistes
desarrollados por los mosquitos; por lo que las
diferencias observadas entre las poblaciones de la
especie, en cuanto a la densidad de la infeccion
desarrollada, pueden ser atribuidas afactoresintrinsecos
del mosquito. En este sentido, se observaron marcadas
diferencias en la poblacion La Linea con respecto alas
otras poblaciones. Tanto latasade infeccion ooquistica
como la media de ooquistes desarrollados fueron
significativamente mayores en esta poblacion, lo que
indica que, por lo menos hasta esta fase, |os mosquitos
de La Linea son més susceptibles a P. vivax que las
otras cuatro poblaciones.

El rango observado parael nimero de ooquistes
producidos en An. aquasalis estuvo entre 1 y 269
ooquistes, con una media de 10,8 en 224 mosquitos
disecados, |0 que esindicativo de unagran variabilidad
intrapoblacional. Los resultados obtenidos en cuanto a
la densidad ooquistica, estan dentro del rango de
resultados reportados por otros autores paraP. vivax en
otrasespeciesdel género Anopheles. Warren et al, (1979)
obtuvieron medias que van de 43 a 479 ooquistes por
mosquito An. albimanus. Chan et al, (1994) reportaron
medias ubicadas entre 62 y 553 ooquistes. Klein et al,
(1991) encontraron medias que van de 1 a57 ooquistes
por mosquito en varias especies de este género. Camage-
Mendis et al, (1993) reportaron un rango entre 1y 400
ooquistesparaP. vivaxy P. falciparumen An. tessellatus,
con unadensidad mediade 10 ooquistes por mosquito.

Con respecto a la tasa ooquistica, los valores
observadosfueron bastante el evados, adiferenciadelos
resultados obtenidos por Caceres (1993) para
poblaciones de An. aquasalis de Sucrey Aragua, quien
realizo lainfeccién experimental con un disefio similar
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y reporta una tasa de infeccion ooquistica de apenas
20%. Las tasas de infeccion ooquistica a P. vivax
obtenidas en este trabajo son elevadas si |as comparamos
con las reportadas por otros autores. Se han reportado
tasas de infeccion experimental de 25% para An.
albimanus en Colombia (Salas et al, 1994) y de 53%
en México (Chan et al, 1994). Asimismo, en Brasil se
han encontrado tasas de infeccion ooquistica de 52%
paraAn. albitarsis, 38% para An. mediopunctatus, 53%
paraAn. oswaldoi, 54% paraAn. braziliensisy 22% para
An. benarrochi; solamente An. darlingi y An. deaneorum
han mostrado tasas superiores a las sefidladas en el
presente trabajo, con valores de 97% y 82%
respectivamente (Klein et al, 1991).

Uno de los aspectos mas conspicuos para
revelar el grado de susceptibilidad de un mosquito auna
especie del género Plasmodium es el fendbmeno de la
refractariedad, que se manifiestacomo unarespuestadel
vector a lainvasion del parasito. (Warburg & Miller,
1991). Andlisis genéticos han demostrado que en la
regulacion de la refractariedad o susceptibilidad estan
involucrados genesligadosalocus de esterasa (Crews-
Oyen et al, 1993). Otros autores han sugerido la
posibilidad de que laregulacién de este fendomeno pueda
ser multigénica y que un grupo de genes menores
adicionales puedan estar involucrados (Thathy et al,
1994).

En este estudio se haobservado y cuantificado
la melanizacion de ooquistes como una variable
determinante de la susceptibilidad a P. vivax entre las
poblaciones de An. aquasalis estudiadas; unadescripcion
detalladadel fenémeno se hace en unapublicacién previa
(Moreno & Berti, 2000). Todas |las poblaciones
experimentales comparadas exhibieron algun grado de
refractariedad, manifestada en la encapsulacion
melandtica de los ooquistes. Las diferencias entre
poblaciones fueron mas evidentes en cuanto a la
proporcién media de ooquistes melanizados que en
relacion alas tasas de melanizacion. En este sentido, la
maés baja proporcion media de ooquistes melanizados
correspondio6 alapoblacion LaLinea, lo cual sumado a
una tasa y una densidad ooquisticas mas elevadas,
ademés de la baja tasa de melanizacion, sugieren su
mayor susceptibilidad aP. vivax. Delamismaforma, la
baja densidad y baja tasa de melanizacion presentadas
por la poblacion de Sucre, indican una baja
refractariedad a Plasmodium, resultado que explicaria
el papel vectoria deestapoblacion en el foco de malaria
del oriente del pais (Berti et al, 1993b; Zimmerman &
Berti, 1994).

Con relacién a las otras tres poblaciones, las
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dos de Pedernales y la de Aragua, no se observaron
mayoresdiferenciasentreellas. De éstas, las poblaciones
de Pedernales (PED1y PED?2), exhibieron valores de
melanizacién muy similares, a igua que los obtenidos
para la densidad y |a tasa de infeccion ooquistica, de
donde se deduce que no existen diferencias en la
susceptibilidad o en la refractariedad entre estas
subpoblaciones de An. aquasalis. Estos resultados
avalan los estudios taxondmicos realizados
anteriormente, en los cuales no se han encontrado
diferencias morfolégicas consistentes entre estas dos
poblaciones de la especie (Faran, 1980), por lo cual
An. deltaorinoquensis hasido colocadaen sinonimiacon
An. aquasalis.

La poblacién de Aragua exhibe una tasa de
melanizacién comparativamente altay una proporcion
media de melanizacién intermedia entre las cinco
poblaciones. Cuando se comparalatasade melanizacién
con su tasa de infeccidn ooquistica, la méas baja entre
las cinco poblaciones, se puede deducir que esta
poblacion eslade menor susceptibilidad a P. vivax. No
obstante, la media de ooquistes producidos fue la
segundamaés elevadadespuésdelade LaL inea, aunque
considerablementeinferior aésta; esto indicaqueen esta
poblacidn se infectan comparativamente pocos
mosquitos, pero a una elevada densidad de ooquistes;
lo que sugiere unagran variabilidad intrapoblacional en
la susceptibilidad (Chan et al, 1994).

En e nimero de esporozoitos detectados en
glandulas también hubo diferencias entre las
poblaciones. No obstante, los resultados pueden estar
sesgados por un tamario de muestra muy peguefio o por
las limitaciones de la técnica utilizada para cuantificar
€l nimero de esporozoitos (contaje visual). Por lo tanto,
los resultados obtenidos parala densidad esporozoitica,
si bien dan algunos indicios son poco consistentes. Las
cinco poblaciones de mosquitos desarrollaron
esporozoitos hastalafaseinfectiva, y latasadeinfeccion
esporozoitica fue bastante altaen todas, oscilando entre
57% y 100%. L os resultados obtenidos en €l presente
trabajo difieren notablemente de los obtenidos por
Céceres (1993), quien reporta para An. aquasalis de
Venezuelaunatasadeinfeccion a P. vivax de 5,5% (14
mosquitos positivos de 254 examinados).

Los resultados indican que esta especie es
susceptible a P. vivax, y que puede ser vectoraa lo
largo de su distribucion geogréfica. La baja carga
esporozoitica no debe ser impedimento en su papel
vectorial, pues € nimero de esporozoitos inoculados
en una picada infectante es considerablemente inferior
a cien (Camage-Mendis et al, 1993). A pesar de la

Bol. Malariol. y San. Amb.



ausencia de malaria en la zona central del paisy de no
haber sido involucrada como vector en el pasado
(Gabaldon, 1949), los resultados demuestran que
también en esta area, An. aquasalis es un vector
potencial, capaz de infectarse a tasas elevadas y el
posibleresponsable de los brotes esporadicos que se han
registrado al norte del estado Carabobo.

Si bien lapresenciade ooquistes no constituye
unaprueba definitivade lainfectividad de un mosquito
(Camage-Mendis et al, 1993), en la mayoria de los
estudios se utilizan | as tasas de infeccion y ladensidad
ooquistica para establecer comparaciones de
susceptibilidad entre especies o grupos de mosquitos
(Vaughan et al, 1994). L os resultados de este trabajo en
cuanto a la tasa de infeccion ooquistica, la media de
ooquistes producidos, la tasa de melanizacién y la
proporcion mediade ooqui stes mel ani zados constituyen
suficiente evidencia de la existencia de mayor grado de
susceptibilidad enlapoblacion deLal ineacon respecto
a las demas poblaciones. No ocurre o mismo con su
capacidad vectorial, la cual depende de otros factores
biolégicosy epidemiol6gicos (Rubio-Palis, 1994). Por
tal motivo, se consideraquelos resultados obtenidos no
constituyen suficiente evidencia para comprobar la
existencia de un gradiente en la susceptibilidad de esta
especie, tal como o propone Steiner et al, (1981). Para
comprobar esta hipotesis, sera necesario extender este
estudio hacia el occidente del pais, a través de todo €l
rango de distribucion geogréfica de la especie en
Venezuelay de ser posible también al Brasil.

SUMMARY

Anopheles aquasalis is an important vector of
malariain Venezuela, Brazil, Trinidad and the Caribbean
islands. In Venezuela, this species is responsible of
maintaining afocus of malariaproduced by Plasmodium
vivax in Sucre and Delta Amacuro states. However
toward the west this species is not implicated in the
transmission. In order to determine the existence of a
gradient in the vectorial competence of this species, that
goesfrom major to minor from Brazil toward Venezuela,
a study of its susceptibility to P. vivax was undertaken
in four places of the east and centre of its geographical
distributionin Venezuela: two in the deltaof the Orinoco
river, one in Sucre states and one in Aragua state in the
centre of the country. From each one of these places
|aboratory-reared mosquitoes (F1) were fed on P. vivax
infected patients. The results obtained are indicative of
differences in the susceptibility to P. vivax among
populations of An. aquasalis studied. Additionaly, this
study report for the fist time in the country the
phenomenaof oocyst and sporozoite melanizationinthe
vector populations.
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