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1. Introduccion

Las enfermedades transmitidas por insectos vectores tienen un gran impacto
negativo sobre la calidad de vida de las personas en todo el mundo. Algunas de
estas enfermedades particularmente el Dengue, la Malaria, la Fiebre Amarilla, y
varios tipos de Encefalitis, entre otras, ocurren en nuestro pais y disminuyen la
productividad y la salud de las personas afectadas (Bisset y col 1998;
Carmona-Fonseca, 2003; Berrocal y col, 2006; Caceres-Manrique y col, 2009).
Estas enfermedades son el resultado de una infeccidn por agentes patégenos

transmitidos por la picadura de mosquitos de la familia Culicidae.

Estos culicidos vectores abarcan muchos géneros, pero en nuestro contexto se
trabajo con tres géneros de importancia médica nacional. Los géneros Aedes,
Culex y Anopheles. Siendo las especies involucradas Aedes aegypti, Culex
quinquefasciatus y Anopheles albimanus; que transmiten al agente causal del
virus del dengue, Encefalitis y Malaria respectivamente, cuyos efectos
negativos tienen gran repercusion en el territorio nacional (Géez-Rivilla Y. y col,
2010; Blanco y Hernandez, 2009).

Durante un largo periodo de tiempo diferentes estrategias de salud publica se
han concentrado en reducir el impacto de estas enfermedades, generando
lineas de accién encaminadas a mejorar el diagndstico, tratamiento, vigilancia y
control de las enfermedades transmitidas por vectores (Brochero y Quifiones,
2008; Caceres-Manrique y col., 2010). Cabe resaltar en este contexto
iniciativas globales que buscan desarrollar vacunas que generen inmunidad
contra agentes infecciosos, y productos de control que reduzcan las
poblaciones de los insectos vectores, responsables de transmitir los diferentes

agentes patdgenos.

En algunas de estas iniciativas se han implementado estrategias encaminadas
a disminuir o frenar la transmisién de la enfermedad, centrandose en el insecto
vector, siendo uno de uno de los métodos de control mas utilizados, por
muchos anos, los productos quimicos (insecticidas), que desde su invencion,

mostraron alta eficacia en reducir las poblaciones de vectores, pero a causa de



su alta toxicidad también han tenido impacto negativo sobre otras especies,
como microorganismos, plantas y animales que no participan en la dinamica
de transmisién de agentes infecciosos al ser humano. A esto se suma el
reporte posterior de los primeros signos de resistencia de los insectos a
algunos de los compuestos activos de productos insecticidas. Esta
problematica ha motivado esfuerzos por descubrir otro tipo de productos de

control, menos toxicos y especificos para insectos vectores.

La idea original de los cultivos probidticos surgidé precisamente buscando una
alternativa a las problematicas de resistencia quimica y la busqueda de
productos de base biolégica que sean menos nocivos con el medio ambiente
que ademas sean faciles de producir y resulten econdémicos. Los cultivos
probidticos estan compuestos por varias especies de microorganismos, que
pueden dividirse en tres grupos principales: Bacterias acido lacticas, bacterias
fototrépicas y levaduras; son organismos que no han sido modificados
genéticamente, que pueden ser hallados de forma natural en cualquier lugar; y
que han sido previamente evaluados, con resultados que los sefialan como
promisorios para diversos fines como la recuperacion de suelos, aguas,
ademas de la produccion agropecuaria y recientemente para el control de

mosquitos de importancia médica.

2. Hipétesis

Los cultivos probioticos tienen efecto larvicida sobre estadios inmaduros de

mosquitos de las especies Anopheles albimanus, Culex quinquefasciatus y

Aedes aegypti.

3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Evaluar la eficacia del cultivo probidtico como agente larvicida de las especies

Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti y Anopheles albimanus.



3.2 Objetivos especificos

Determinar las concentraciones letales (50% y 90%) del cultivo de
microorganismos probidticos para cada una de las especies de
mosquitos: Aedes aegypti, Anopheles albimanus 'y Culex

quinquefasciatus.

Comparar el efecto larvicida del cultivo probiético en una poblacion de
mosquitos de laboratorio versus una poblacion silvestre colonizada de

Aedes aegypti.

4. MARCO TEORICO

4.1 Mosquitos: Informacion Biolégica y Ciclo de Vida

Los mosquitos son insectos holometabolos de distribucion mundial

pertenecientes a la familia Culicidae, grupo compuesto por las subfamilias

Anophelinae y Culicinae. Los culicidos comprenden 3490 especies descritas,

que ocurren en diferentes tipos de ecosistemas, por todo el mundo (Harbach,

2007).

Los mosquitos presentan cuatro fases de desarrollo durante su ciclo de vida:

huevo,

que la

larva, pupa y adulto. En condiciones de laboratorio, se ha observado

mayoria de los huevos eclosionan entre 24 y 48 horas, el desarrollo de

las larvas requieren un periodo entre cuatro y cinco dias, y la pupa cumple su

desarrollo entre dos y tres dias, hasta la emergencia de los individuos adultos.

El periodo completo del ciclo (huevo — adulto) puede comprender entre 6 y 10

dias, en un rango de temperatura comprendido entre 25 a 29°C. Sin embargo,

el tiempo de desarrollo es una caracteristica variable entre las diferentes



especies y esta influenciado por condiciones ambientales y la disponibilidad de
recursos alimenticios para los diferentes estados de desarrollo (Soekiman y col.
1984; Oda y col. 2002; Foster y Walker, 2002).

Los estados larvarios son acuaticos y se pueden encontrar en una amplia
variedad de habitats principalmente Iénticos, o en cualquier depresion o
recipiente con agua acumulada (Harbach, 2007). Algunas especies ocurren
también en aguas salobres y marismas (McCafferty y Provonsha, 1983). Las
larvas de la mayoria de las especies son filtradoras y se alimentan de algas y
de materia organica en descomposicion (Badii y col., 2006). Las larvas de los
mosquitos de los géneros Culex (Linnaeus, 1758) y Aedes (Meigen, 1818) se
alimentan filtrando microorganismos y materia organica presente en la columna
de los cuerpos de agua, mientras que los inmaduros del género Anopheles
(Meigen, 1818) lo hacen en la superficie del agua (Merritt y col., 1992. Yee y
col., 2004).

Diferentes especies de Culicidae exhiben gran variedad de preferencias en la
seleccion de sus habitats acuaticos (artificiales, naturales, temporales,
permanentes, etc.), siendo que en regiones tropicales, practicamente cualquier
acumulacién de agua tiene el potencial de ser explotada por alguna especie de
mosquito (Lester y Pike, 2003; Foster y Walker, 2002; Roberts, 1996; Sherratt y
Church, 1994; Wilton, 1968). El tiempo de desarrollo de los estadios larvales es
diferente, siendo el segundo y tercer estadios mas cortos que el primero, y el
cuarto estadio corresponde al periodo de desarrollo mas extenso en la fase
larval. En términos generales y en condiciones normales, la duracién de todo el
proceso larval varia entre 8 y 10 dias. Los periodos de desarrollo larval con un
lapso de tiempo menor son observados en mosquitos con criaderos
transitorios, con bajas temperaturas e inestables, sin embargo, los periodos de
crecimiento mas lento ocurren en mosquitos de criaderos pequefios y estables,

como por ejemplo, agua colectada en entrenudos de bambu (Forattini, 2002).

La urbanizacion e industrializacion han influido en la aparicién de vasto niumero
de contenedores artificiales de agua, tales como tanques de almacenamiento,

envases desechables, llantas, sistemas de alcantarillado expuestos, etc., éstos



contenedores de agua sirven como sitios para el desarrollo de huevos larvas y
pupas de mosquitos de importancia médica, como el Aedes aegypti (Linneus,
1762), vector del virus dengue y Culex quinquefasciatus (Say, 1823) vector de
virus causantes de Encefalitis de San Luis, ESL; encefalitis equina venezolana,
EEV y el virus del Oeste del Nilo, VON; entre otros agentes infecciosos,
causando ademas molestias sanitarias a la poblacion (Forattini, 2002; Hwang y
Roam, 1994; Chen y col., 1994).

Las pupas de los mosquitos son también acuaticas, y muy activas; no se
alimentan y respiran en la superficie del agua a través de pequefas estructuras
denominadas trompetas respiratorias, localizadas en el céfalo-térax del
organismo (Forattini, 2002). Después de aproximadamente tres dias, ocurre la
emergencia del adulto (Oda y col., 2002). “Los mosquitos adultos presentan un
aspecto delgado, tamafo entre 3 y 9 mm de longitud; cabeza pequeha que
presenta ojos compuestos en forma de riidn; partes bucales o proboscis, en
forma de estilete de longitud variable; un par de antenas largas, plumosas en
los machos y simples en las hembras; torax redondeado que posee numerosas
escamas de diferente coloracion que pueden presentar iridiscencias y patrones
con utilidad taxondmica; un par de alas de venacion completa, cubiertas de
escamas; un abdomen estrecho y subcilindrico, y unas patas largas que en

ocasiones poseen coloracion vistosa” (Wolff, 2006, Forattini, 2002).

Los mosquitos adultos pueden ser hallados desde unos metros sobre el suelo,
hasta grandes alturas en el dosel de los arboles, dependiendo del habito
alimenticio de cada especie; algunos son activos en la noche, durante el dia o
durante el crepusculo (Harbach, 2007). En cuanto a su tiempo de vida, estudios
en condiciones de laboratorio con hembras adultas de Aedes aegypti, han
documentado un promedio de vida de 31 dias, con un maximo de 92; mientras
que los machos de Aedes aegypti en las mismas condiciones tuvieron un
promedio de 16 dias y un maximo de 71 dias de vida (Styer, 2008).
Comparativamente, existen registros del tiempo de vida de estos insectos en
condiciones naturales, en zonas templadas, donde el tiempo de vida del adulto
es de alrededor de 30 dias; aunque en areas tropicales esta expectativa de
vida se reduce a alrededor 15 dias (Forattini, 2002).



En general, los mosquitos adultos explotan diferentes fuentes alimenticias,
siendo las hembras de habito hematéfago, pudiendo complementar esta dieta
succionando sustancias vegetales; mientras que los machos se alimentan
unicamente de soluciones azucaradas de origen vegetal (Woodbridge, 1994;
Wolff, 2006). Las hembras de la familia Culicidae tienen la necesidad de ingerir
sangre de animales vertebrados para llevar a cabo su ciclo reproductivo. La
sangre proporciona la proteina necesaria para que las hembras desarrollen
huevos viables (Joy y col., 2010). Posterior a la ingesta sanguinea, las hembras
ovipositan un numero variable de huevos, estimado entre 50 a 500 huevos por
hembra (Forattini, 2002); es durante estas alimentaciones de sangre de
vertebrados, que la hembra puede convertirse en agente transmisor de

microorganismos patogenos.
4.2 Importancia Médica

Los mosquitos son susceptibles de infectarse con agentes patégenos como
virus, protozoarios y bacterias, y de transmitir estos agentes a animales
vertebrados cuando se alimentan de su sangre (Joy y col., 2010). Muchas
enfermedades tropicales y subtropicales son causadas por virus como el
dengue y la fiebre amarilla, que pertenecen al género Flavivirus, familia
Flaviviridae (OMS, 2009; 2011); virus de la Encefalitis Equina perteneciente a la
familia Togaviridae, género Alphavirus (Armstrong y Andreadis, 2010; CDC,
2010) y el parasito del género Plasmodium que pertenece a la familia
Plasmodiidae, género Plasmodium, agente causal de la malaria (Nair y
Striepen, 2011); estas enfermedades constituyen una gran amenaza para la
salud publica y son transmitidos por mosquitos de la familia Culicidae (Gubler,
2004). Sobresalen tres géneros dentro de Culicidae, Culex, Aedes vy
Anopheles, por agrupar especies de amplia distribucion, reconocido habito

antropofilico y capacidad vectorial de agentes patdgenos (Forattini, 2002).

Aunque han sido décadas de esfuerzo por controlar los mosquitos vectores, en
muchas regiones del mundo, la incidencia actual de las enfermedades
causadas por agentes patdogenos, transmitidas por las picaduras de los
mosquitos representa altos indices de morbilidad y mortalidad (Nevill y col.,
1996, Mwanziva y col.,, 2011; LeBeaud y col., 2011). La morbilidad de



enfermedades transmitidas por vectores a escala global esta considerada en
aproximadamente 7 X10® personas que cada afio son infectadas en el mundo y
mas o menos una de cada 17 personas muere por alguna de estas

enfermedades (Murugesan y col. 2008; LeBeaud y col., 2011).

Culex quinquefasciatus, presenta una amplia distribucion geografica,
principalmente en zonas urbanas (Forattini, 2002), y cabe resaltar que esta
especie ha ampliado su rango de distribucidn porque esta ligada al crecimiento
de la poblacion humana. Un ejemplo de este hecho es que ha sido
documentada desde mediados del siglo XX en aviones comerciales y militares
que cubren las rutas entre paises tropicales y templados, en Europa, Asia,
Africa, algunas islas del pacifico y América, entre ellos Colombia (Welch, 1939),
junto con otras especies de mosquitos incluyendo Anopheles albimanus
(Wiedemann, 1820) con demostrada capacidad vectorial para enfermedades

como malaria, fiebre amarilla, dengue y otras (Duguet, 1949).

Asi mismo, la especie Culex quinquefasciatus es considerada el vector
principal en los Estados Unidos del virus que causa la Encefalitis de San Luis
(ESL) y junto con otras especies, se ha incriminado como vector del Virus del
Oeste del Nilo (VON) (Sardelis y col., 2001; Ahumada y col., 2004; Marra y col.
2004). En Colombia, Culex quinquefasciatus ha sido asociado con la
transmision del virus de la encefalitis equina venezolana (EEV), transmision
que fue documentada en la comunidad indigena Wayuu, del departamento de
La Guajira durante 1995, que afectd alrededor de 75 mil personas y 50 mil
equinos (Rivas y col.,1997). El virus de la ESL pertenece a la familia
Flaviviridae dentro del grupo de la encefalitis japonesa, al igual que el VON. El
VON fue reconocido por primera vez en el hemisferio occidental en 1999 en
Nueva York y desde entonces se ha desplazado hacia el sur del continente
americano (Komar y Clark, 2006), esta presente en Colombia desde el 2004

aproximadamente (Mattar y col., 2011).

En los Estados Unidos, el VON es transmitido por al menos tres especies de
mosquitos, Culex pipiens (Linneaus, 1758) en el extremo oeste, Culex tarsalis
(Coquillet, 1896) en el oeste y medio oeste, y Culex quinquefasciatus en el
sureste (Hayes y col.,, 2005); de estas tres especies, solo Culex



quinquefasciatus se encuentra en Colombia, sin embargo es de anotar que,
“Colombia, por su ubicacién geografica, diversidad de reservorios y vectores, y
caracteristicas climatologicas de predominio tropical, reune todas las
condiciones que favorecen la entrada y desarrollo del VON” y de otras

enfermedades transmitidas por vectores (Berrocal y col., 2006).

Sin embargo, Culex quinquefasciatus hace parte de lo que se denomina un
complejo de especies. Un complejo de especies es un grupo de varias
especies cercanamente relacionadas, generalmente de distribucion espacial
muy amplia, muy similares morfolégicamente entre si, cuya identificacion por
meétodos taxondmicos clasicos es complicado, razon por la cual se recurre
frecuentemente a analisis moleculares para diferenciarlos (Paskewitz, 2010;
Ruiz y col., 2005).

Es importante identificar y diferenciar estas especies, debido a que algunas son
de gran importancia para el ser humano por su papel como vectores de

agentes infecciosos.

Parasitos del género Plasmodium son parasitos transmitidos por la picadura de
algunas especies de mosquitos del género Anopheles. En Colombia, las
especies transmisoras del agente causal de la malaria estda ampliamente
distribuido; ademas, la malaria se conoce desde hace varios siglos atras y
puede presentarse en casi el 85% del territorio, lo que expone a 5 millones de
personas al agente causal y la enfermedad (Carmona-Fonseca, 2003). En 2010
se reportaron en Colombia 115.884 casos de malaria al sistema de vigilancia
epidemiologica SIVIGILA, de los cuales el 70% es causado por Plasmodium
vivax (Grassi y Felleti, 1890), y el resto por Plasmodium falciparum (Welch,
1897),; anteriormente (durante el afio 2009), se habian reportado en el pais
79.252 casos. Este incremento esta relacionado a factores sociopoliticos,
econdmicos, y ecoldgicos propios del pais, como falta de regularidad en la
aplicacion de medidas de control, deforestacion y colonizacion de habitats
silvestres por parte de poblacion humana, entre otros. Estos aspectos
dificultan los procesos de seguimiento y control efectivos de dicha enfermedad,

asi como de los pacientes; llegando a un punto critico por la existencia de



transmision urbana de malaria (Montoya-Lerma y col. 2011; SIVIGILA, 2011a;
SIVIGILA, 2011b; Padilla y col. 2011).

Existen mas de 300 millones de personas en el mundo que cada afo, son
infectados con parasitos del género Plasmodium spp., ademas, se ha estimado
que un millén de nifios, solamente en Africa sub-Sahariana mueren cada afio
por la malaria (Tolle, 2009), y los casos aumentan en regiones tropicales,
resultando fuertemente afectadas las comunidades de bajos ingresos
econdmicos y condiciones sociales especiales (indigenas, pescadores,

mineros, etc.) (Sachs y Malaney, 2002, Tikar y col, 2011).

Aedes aegypti es vector de virus que son los agentes causales de tres
importantes enfermedades: Dengue, Fiebre amarilla y Chikungunya; y es capaz
de transmitir otros agentes infecciosos. Ademas desarrolla la totalidad de su
ciclo de vida en el interior o en las cercanias de las habitaciones humanas
(Morrison y col., 2008; Charrel y col. 2007).

El virus del dengue se ha expandido en un amplio rango geografico en las
ultimas décadas ya que su vector Aedes aegypti y en menor proporcion, Aedes
albopictus (Skuse, 1894), se encuentran adaptados a zonas urbanas; siendo la
ultima especie comun tanto en centros urbanos como en ambientes rurales
(Gubler, 1998). Aedes aegypti tiene gran presencia en el pais, luego de la
reinvasion ocurrida después de que se interrumpieron las campanas de
erradicacion durante la década de 1960 (Ocampo y Wesson, 2004, Rojas-Gil y
Brochero, 2008). Esta especie se encuentra en mas del 90% de Colombia, por
debajo de los 2.200 metros de altitud (Castafieda y col., 2011).

El dengue en Colombia se ha convertido en un problema de salud publica, su
prevalencia ha aumentado en las ultimas décadas, es re-emergente y de
intensa transmision (Castaneda y col., 2011), registrandose circulaciéon
simultanea de varios serotipos en el pais, en las ciudades principales como
Medellin, Bucaramanga, Neiva, Cali, Buga y otras (Villar LA, 2011; Ospina y
col, 2010; Céaceres-Manrique M y col., 2009; Salgado MD vy col., 2008). Estas
ciudades y muchas otras dentro del territorio nacional, presentan un ambiente

adecuado para la proliferacion de mosquitos con capacidad vectorial eficiente



para la transmision de los diferentes serotipos del dengue que circulan en el

pais (Caceres-Manrique y col, 2010).

Aedes aegypti y Aedes albopictus también ocurren en el territorio colombiano
(Méndez y col., 2006), en zonas urbanas como Medellin, Buenaventura y Cali,
y sitios tan distantes como la ciudad de Leticia, a orillas del rio Amazonas
(Cuéllar-Jiménez y col. 2007, Rojas-Gil y Brochero, 2008, Rua-Uribe y col.
2011). En Colombia, se registraron 39.847 casos de dengue en 2008; siendo el
departamento de Santander uno de los mas afectados por esta enfermedad. La
letalidad del dengue ha presentado un aumento desde 1997, cuando en el pais
se registraba 6.8 personas por cada mil habitantes, cifra que pasé a 45.8
personas por cada mil en el afio 2000 (Vesga-Gomez y Caceres-Manrique,
2010). Se estima que cerca de 50 millones de personas son infectadas cada
ano en el mundo por el virus del dengue, transmitido por la picadura del
mosquito, con aproximadamente 500.000 individuos con necesidades
hospitalarias y 12.500 con riesgo de muerte (Chaturvedi y col., 2006; OMS,
2006; Teo y col., 2009).

Adicionalmente, la gran movilidad de los grupos humanos influencia la
dinamica de transmisién de estas enfermedades tropicales, pues personas con
la infeccidon de virus o parasitos se desplazan hacia lugares en donde la
enfermedad no circulaba, y entran en contacto con mosquitos locales que se
infectan y transmiten los patdgenos a personas susceptibles (Martens y Hall,
2000; Prothero, 1977).

4.3 Control de Vectores y Resistencia a Productos Insecticidas

En Colombia, “los planes y politicas de salud enfrentan algunas limitaciones,
como el alto costo de los insecticidas sintéticos, los suministros erraticos, sin
seguimiento de impacto, la falta de materiales y de equipos de aplicacion,
ademas de la falta del conocimiento adecuado sobre su uso, agravando de
esta manera la lucha antivectorial” (Castafieda y col., 2011; Mosquera y col.,
2011; Brochero y Quifiones, 2008). Otros inconvenientes tienen que ver con el



dificil acceso a zonas de transmision continua de enfermedades como malaria,
a falta de medios de transporte y carencia de recursos humanos y economicos
para apoyar las diferentes acciones de prevencion y control. Por esta razon, las
acciones de control de vectores durante los brotes epidémicos no siempre
alcanzan el impacto necesario (Franco-Agudelo, 1997; Brochero y Quifiones,
2008; Gémez-Dantés H y Ramsey J 2009; Dujardin J-C y col., 2010; Mosquera
y col., 2010; Montoya-Lerma y col. 2011).

La reduccion de las poblaciones de mosquitos de importancia meédica
constituye un componente importante en el marco de los programas para el
control de enfermedades tropicales. Para esto se han utilizado tradicionalmente
métodos quimicos, como insecticidas, que estan dirigidos a reducir las
poblaciones de adultos o inmaduros de mosquitos considerados vectores
(Chandra y col. 2008).

Los agentes insecticidas tienen principalmente dos atributos: toxicidad y
residualidad (WHO. 2003). En general estos dos atributos estan tipicamente
representados como los indicadores principales para la evaluacion de dichos
productos insecticidas, y estos factores pueden presentar variacion segun el
tipo de sustancia que contengan como ingrediente activo (organofosforados,

piretroides, organoclorados, entre otros) (Hardin y col., 2009).

Los productos que tienen alta toxicidad y pueden eliminar poblaciones de
mosquitos efectivamente (piretroides, organofosforados), son comunmente
utilizados pero pueden causar efectos secundarios perjudiciales para los
organismos no blanco, que van desde leves disminuciones en numero y talla
hasta efectos letales que comprometen una o varias especies de una cadena
trofica (Hardin y col., 2009).

Se ha encontrado que combinando una alta toxicidad con una residualidad
prolongada, se puede aumentar la eficacia de los productos insecticidas
(Shaalan y col., 2005), sin embargo, algunas especies de mosquitos pueden
desarrollar resistencia a ciertos insecticidas y este hecho representa un gran
obstaculo para el control de los vectores de agentes infecciosos (Hardin y col.,
2009, Bisset y col. 1998, Santacoloma-Varon y col., 2010, Tikar y col., 2011,
Curtis, 2002).



La resistencia puede definirse como “Un cambio heredable en la susceptibilidad
de una poblacion expuesta a un determinado producto (insecticida), que se
refleja en la tolerancia de los organismos expuestos, ocasionando fallas
repetidas del producto en el intento de suprimir una determinada poblacién”
(McCaffery y Nauen, 2006).

Ademas de la capacidad de desarrollar resistencia a los insecticidas por parte
de los mosquitos, el constante uso de estos productos quimicos puede causar
problemas agudos o cronicos en la productividad de los terrenos dedicados a la
agricultura y en la salud de quienes aplican el producto (Pimentel y col., 1992;
Kolaczinski y Curtis, 2003; Perry y col. 2007; Crow y col. 2007). En Colombia,
se han detectado casos de resistencia a los insecticidas lambdacialotrina,
deltametrina, DDT, fenitrotion, y malatién en poblaciones de mosquitos de
Anopheles albimanus y Aedes aegypti, en areas endémicas para la malaria, y
el dengue, (Fonseca-Gonzalez y col. 2008; 2009; 2011, Ocampo y col. 2011);
otros estudios demostraron resistencia de la especie Culex quinquefasciatus
frente a malathion, methil-pyrimifos, clorpirifos, temephds y fenitrotion (Bisset y
col., 1998).

El fendbmeno de resistencia a insecticidas, comunmente documentado para
diferentes especies de mosquitos a productos insecticidas como el DDT, y las
generaciones de piretroides, continua actualmente siendo un problema de
salud publica a nivel mundial (Hemingway y Ranson 2000; Brooke y col., 2002;
Chandre y col., 1999; Liu y col. 2006).

Las consideraciones sobre el impacto ambiental de los productos insecticidas o
larvicidas han sido objeto de estudio reciente, debido a que actualmente se
sabe de los efectos negativos, como contaminaciéon de suelos, de aguas
superficiales y subterraneas, y de cultivos. Se conocen diversos métodos de
control vectorial que implicaron dafos al ambiente, como aplicacién
indiscriminada de insecticida, uso de sustancias téxicas como larvicidas
(aceites 0 mezclas de aceite-insecticida y sustancias similares), alteracion de
los cauces de rios, desecacién de cuerpos de agua, entre otros. Estas
alteraciones en los paisajes estan asociadas con costos medioambientales en

los ecosistemas dulceacuicolas que afectan la productividad, conservaciéon y



aprovechamiento que las comunidades humanas locales hacen de los mismos
(Dudgeon y col., 2006; Vittor y col. 2006, 2009).

Adicionalmente, este impacto de insecticidas en ambientes naturales se puede
traducir en la disminucién poblacional de organismos no blanco (otros seres
vivos que comparten habitat con los mosquitos); intoxicacion de individuos
humanos y alteracion de las cadenas troficas. Un ejemplo de alteracion de
cadenas tréficas se documentd en diferentes regiones del mundo con el uso
masivo del insecticida DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano) mostrando las
consecuencias de su uso (Alava y col., 2011; Shrivastava y col., 2011; Van Dyk
y col. 2010; Hardin y col., 2009; O'Shaughnessy, 2008; Jemec y col. 2007;
Ashauer y col., 2006).

Los efectos negativos sobre organismos no blanco que se han atribuido a los
productos quimicos de uso regular, comprenden impactos sobre poblaciones
de especies que pueden ser controladores naturales de las especies de
mosquitos, entre otros organismos, bien sea la desaparicion de las
poblaciones, o la disminucion en la diversidad presente en la zona de

aplicacién (Blaustein y Chase, 2007).

A través de la historia, las campanas anti-mosquitos han alterado de forma
negativa las caracteristicas de los ecosistemas acuaticos en donde se
desarrollan estos organismos, como lagunas, pantanos, rios y otras fuentes
hidricas que han sido objeto de diversos procedimientos (Van Dyk y col. 2010;
Duchet y col. 2008, Dudgeon y col., 2006; Vittor y col. 2006; Castro y col.
2002).

4.4 Control Biolégico y Cultivos Probiéticos

A pesar del amplio uso y aplicacion de los productos insecticidas para el control
de mosquitos vectores de enfermedades, existen alternativas de control que
emplean productos biologicos, como larvicidas elaborados a partir de
metabolitos o colonias de bacterias, virus, hongos o extractos vegetales con
acciéon entomopatdgena (Chapman, 1974; Georghiou y Wirth, 1996, Ritchie y
col. 2010, Knols y col. 2010; Ibarra y col. 2006); en donde las relaciones que

ocurren naturalmente entre el insecto y uno o varios patdogenos que impiden su



desarrollo, son controladas para beneficio humano (Engler y Rogoff, 1976). Los
esquemas de control biolégico, a partir del uso de microorganismos
entomopatdgenos especificos, representan una alternativa razonable vy
amigable con el ambiente (Vyas y col. 2007), debido a su especificidad, a su
efectividad comprobada (Hancock y col., 2008, Scholte y col., 2005), y a que su
presencia y degradacion presentan efectos minimos en el medio ambiente
(Rodrigo-Simon y col., 2006; Eilenberg y col., 2006). Existe relativamente poca
variedad en el numero y el tipo de productos de este tipo disponibles en el
mercado y los que existen estan elaborados casi exclusivamente a partir de
especies de Bacillus spp. (Clase Bacilli, Orden Bacillales, Familia Bacillaceae,
género Bacillus (Cohn, 1872) que contiene numerosas especies, ubicuas en la

naturaleza).

Los productos elaborados con Bacillus tienen un elevado costo y la gran
desventaja de inactivarse a temperaturas ambientales calidas, y/o como
resultado de la exposicion a la luz solar (Omoya y Akynyosoye, 2011; Raso y
col., 1998; Griego y Spence, 1978); sin embargo, son de comprobada
efectividad contra Aedes aegypti (Ritchie y col., 2010), mosquitos del género
Anopheles (Geissbuhler y col., 2009) y contra Culex quinquefasciatus (Barbosa
y col., 2010). Destacando entre éstos los productos con Bacillus thuringiensis
(Berliner, 1915) y Bacillus sphaericus (Neide y Mayer, 1904) para el control de

insectos vectores e insectos plaga (Bourgouin y col. 1984, Kellen y col. 2004).

Aunque se han descrito ya productos naturales con efecto larvicida, como
extractos de la planta Azadirachta indica (Linneaus) y algunas plantas de la
familia Euphorbiacea (Rahuman y col., 2008; Okumo y col., 2007), ademas de
los conocidos a base de microorganismos como Bacillus, existen también
muchos otros ensayos realizados con otros microorganismos como el hongo
Metharizium anisoplie que se han mostrado prometedores (Scholte y col.,
2006). En el pais, se ha experimentado con la produccién de Bacillus
thuringiensis para el control del mosquito Culex quinquefasciatus (Vallejo vy
col., 1999). De igual forma, las formulaciones a base del hongo
entomopatdégeno Metarhizium anisoplie (Metchnikoff, 1879) que muestran
reducciones en la fecundidad y en el numero de veces que el mosquito vector

de malaria en Africa, Anopheles gambie (Giles) se alimenta de sangre (Scholte



y col. 2006). También formulaciones de Bacillus subfilis han resultado exitosas
en el control de estadios inmaduros, principalmente pupas, pero también larvas

de varias especies de mosquitos (Geetha y Manonmani, 2008, 2010).

Sin embargo, estudios de laboratorio han mostrado que los mosquitos pueden
desarrollar resistencia a Bacillus thuringiensis (Paris y col., 2010), y niveles
bajos de resistencia ya han sido registrados en poblaciones de campo en
Brasil, Francia e India para las especies Anopheles stephensi (Liston, 1901) y
Culex quinquefasciatus (Singh y Prakash, 2009; de Melo y col., 2008; Wirth y
col. 2000).

Este panorama ha motivado la busqueda de alternativas diferentes de control,
que minimicen eventos de resistencia y que conserven las propiedades de los
microrganismos. En este contexto, ha surgido interés sobre el uso de cultivos
probiéticos, como producto de control. La historia de los cultivos probidticos
comienza cerca del afno 1900, “con el Nobel de Medicina, Elias Metchnikoff,
que observd que no todos los microorganismos eran dafiinos para la salud
humana y que algunas bacterias intestinales producian compuestos utiles

contra el envejecimiento” (Caramia y Silvi, 2011).

El término “Cultivo Probidtico” hace referencia a un grupo de microorganismos
que promueven el crecimiento de otros microorganismos (Lilly y Stillwell, 1965),
pero esta definicion ha sido ampliada en la medida que avanza la
microbiologia, definiéndose mas tarde como “organismos vivos que cuando son
ingeridos en una dosis definida, ejercen efectos beneficiosos para la salud”
(Guarner y Schaafsma, 1998). De hecho, el término “Probidticos” esta asociado
con las bacterias acido lacticas y las bifidobacterias (Martin y col., 2006) que se
consideran “benéficos” para la salud humana, y que se han utilizado, en la
elaboracién de productos alimenticios como el queso y el yogurt desde hace

miles de anos.

Dado su caracter ubicuo, los microorganismos juegan el rol principal en la
evolucion de la vida en la Tierra (Finlay y Clarke, 1999), transformando y
moldeando nuestro ambiente, en la atmdsfera, los cuerpos de agua, el suelo,
en los seres vivos, manteniendo el funcionamiento del planeta y los

ecosistemas (Ingraham e Ingraham, 1998). Esto ha llevado a que se



identifiquen especies de microorganismos particularmente utiles en diferentes
campos como la medicina, la agricultura, y el sector industrial; denominandolos
“microorganismos eficientes”, o EM por sus siglas en inglés (efficient

microorganisms) (Higa, 1989).

El concepto de EM, fue desarrollado por el profesor Teruo Higa, y consiste en
cultivos mixtos de microorganismos benéficos, no exodticos, seguros, no
modificados genéticamente; compuestos por tres tipos de microorganismos:
bacterias acido lacticas, levaduras y bacterias fototréficas compatibles entre si,
que actuan sinérgicamente en un medio liquido (Higa, 1989; Correa M. 2011),
bajo un sistema de estimulos y respuestas quimicas correlacionado con la
densidad poblacional microbiana denominado Quorum sensing (Bassler, 2009;
Miller y Bassler, 2001). Este cultivo de microorganismos ha sido previamente
utilizado en diversos sectores agropecuarios e industriales, en el control de
aguas residuales, en el tratamiento de desechos organicos, para eliminacion de
olores molestos, producidos por la descomposicion de excretas, mejoramiento
de la produccién en granjas de animales, salud humana, disminucién de lodo
en aguas de desecho, recuperacion de suelos, reduccion de la carga bacterial

en drenajes, y otras mas (SCD Probiotics 2011).

Una aplicacion reciente de estos cultivos probidticos esta en el control de
mosquitos de importancia médica. El uso de los probiéticos ha logrado
reducciones significativas de dipteros vectores en India (Correa 2002, 2003,
2009) y Honduras (SCD Probiotics, disponible en linea). Sobre este uso
especifico para el control de insectos, cabe resaltar dos experiencias del uso
de los microorganismos probidticos en el control biolégico de dipteros llevadas
a cabo en India y Honduras. El primer caso fue desarrollado en el estado de
Puthajhora, en India, una zona endémica para malaria, donde se utilizé6 una
solucion de cultivos probidticos, como agente larvicida contra poblaciones de
mosquitos Anopheles. El programa de control consistié en la aplicacién de
cultivos probidticos en criaderos identificados de los vectores de malaria en la
localidad. Los resultados registrados mostraron disminucién de la poblacién de
mosquitos, y reduccion del numero de pacientes con malaria, asi como la

reduccion de un tercio de los costos normales para el control del vector y del



porcentaje estimado en gastos hospitalarios asociados con el tratamiento de la
enfermedad (Correa, 2009).

El segundo caso, fue llevado a cabo en Roatan, Honduras (area turistica), en
donde se registraban altisimas densidades de dipteros hematéfagos
(mosquitos y culicoides). En esta area donde tradicionalmente se habia
utilizado control quimico, se utilizaron cultivos probioticos en los lugares
detectados con alta infestacién de insectos (incluyendo sitios de cria). Posterior
al periodo de aplicacién del producto, se registré una reduccién del 99% de las
larvas de mosquitos previamente evaluadas en criaderos locales, con 100% de
reduccion en canales de agua y cisternas y un 99% de reduccién de adultos en
areas de playa, recreacion y areas silvestres circundantes a establecimientos
turisticos (SCD Probiotics, 2010).

Ademas de la disminucién de la poblacion de mosquitos y del positivo impacto
socio-economico, el uso de larvicidas de origen biolégico ha disminuido
también el impacto ambiental sobre los ecosistemas donde se presenta la
transmision de algunas enfermedades (Legner, 1995; Correa 2009, Higa y Parr
1994).

El uso de productos naturales podria reducir la poblacion de mosquitos en
fases larvales evitando impactos negativos al medioambiente y controlando
efectivamente la poblacién de vectores. Ademas la residualidad corta de estos
productos bioldgicos previene la evolucidn de resistencia por parte de los
mosquitos y no implica dafio permanente de los cuerpos de agua en donde

habitan dichos organismos (Hardin y Jackson, 2009).

Es necesario continuar la investigacion sobre dichas alternativas hasta
demostrar con suficiente evidencia su eficacia contra organismos blanco y su
inocuidad contra organismos no blanco. Por lo tanto, conocer el efecto de
cultivos probidticos como posibles agentes larvicidas contra mosquitos como
Anopheles albimanus, Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus representa una

oportunidad de avanzar en el control de los insectos vectores.



5. Materiales y Métodos

5.1 Area de Estudio

Los Bioensayos fueron realizados en el insectario del PECET (Programa de
Estudio y Control de Enfermedades Tropicales) de la Universidad de Antioquia.
Las condiciones del insectario fueron controladas y monitoreadas por personal
autorizado de la SIU (Sede de Investigacion Universitaria), manteniendo los
siguientes rangos: 26 a 28°C de temperatura, 65 a 80% de humedad y

fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas oscuridad.

5.2 Material Biolégico

5.2.1 Mosquitos

Se realizaron bioensayos con larvas de tercer estadio de mosquitos Culicidae,
de tres especies: Culex quinquefasciatus, Anopheles albimanus, Aedes
aegypti. EI material bioldégico se obtuvo de las colonias mantenidas en el
insectario del PECET, y de colectas realizadas en zona urbana del municipio
de Envigado. De la especie Cx. quinquefasciatus, se utilizé una cepa control
susceptible, denominada “Medellin”. Para Anopheles albimanus, se usaron
individuos de una cepa denominada “Cartagena” y para Aedes aegypti, se
trabajo con dos cepas: la cepa de referencia denominada “Rockefeller” y una
cepa silvestre de Aedes aegypti, proveniente del barrio Oasis Il de Envigado

(Antioquia).

5.2.2 Colonizacion del Material Silvestre

Se realizaron dos colectas de material silvestre, en el mismo lugar geografico,

ocurriendo la segunda colecta, 3 meses después de la primera.

Para la obtencién del material silvestre se colectaron huevos de mosquitos, por
esto se utilizaron recipientes pequefios con dos centimetros de altura de agua
de llave reposada, que se ubicaron en varios sitios al aire libre en la localidad
del Oasis Il, en el municipio de Envigado. Esto con el fin de que hembras de



mosquito silvestres realizaran oviposicion y obtener asi inmaduros para las

pruebas.

Pasados tres dias se revisaron los recipientes y se recuperaron larvas de
primer estadio y huevos, que fueron llevados al insectario del PECET para
realizar la cria de estos individuos. Se siguié exactamente el mismo protocolo
de cria que se usé para los inmaduros de las cepas de laboratorio. Una vez
obtenidos los adultos, estos fueron mantenidos de acuerdo a los protocolos de

cria establecidos en el insectario (Protocolos descritos en otra seccion).

Una vez establecidos los parentales de la especie Aedes aegypti, se
alimentaron con ratones albinos (Mus musculus), de la variedad conocida como
BALB/c con el fin de estimular alimentacion de sangre en las hembras y reunir
ovipostura para obtener una primera generacion, también llamada Filial 1, o F1.
Una vez se obtuvo la postura de estos individuos F1, los huevos fueron
tratados de acuerdo al protocolo de cria establecido, obteniendo larvas de las
cuales se utilizd una parte para realizar las pruebas y el resto se llevo hasta la
fase de adultos, a los cuales se les permitid cruzarse entre si (F1 x F1),
previamente se realizé una identificacidn taxonémica confirmando la especie
como Aedes aegypti, y de esa manera lograr la posterior F2 o Filial 2. Con las
larvas de esta F2, se completé el numero de pruebas requeridas, concluyendo
los bioensayos. El material establecido en el insectario se mantuvo hasta la

segunda generacion (F2).

5.2.3 Peces

Se utilizaron peces de las especie Paracheirodon axelrodi Orden
Characiformes, familia Characidae, conocido como tetra cardenal o nedn
cardenal. Los ejemplares fueron obtenidos en un acuario del comercio local;
siendo alimentados y aclimatados durante 8 dias previo a la realizacién de los
bioensayos con los cultivo probidticos.

Para las pruebas con los cultivos probidticos, se sometieron los peces adultos
de la especie mencionada y se consideraron organismos no blanco durante los

bioensayos.



5.2.4 Mantenimiento de mosquitos

Los mosquitos adultos Culex quinquefasciatus, Anopheles albimanus y Aedes
aegypti se mantuvieron en los cuartos del insectario bajo condiciones
controladas. Los individuos adultos (machos y hembras) se mantuvieron en
jaulas plasticas de aproximadamente 35cm x 35cm x 35cm con aberturas
cubiertas de malla fina y con una abertura circular a la cual esta adherida una
manga en malla que permite tener acceso a la jaula para las diferentes labores
de mantenimiento. Los inmaduros de mosquitos se mantuvieron en recipientes
plasticos de 25 cm x 15 cm x 10 cm, ubicados en el mismo cuarto donde
estaban los adultos, y expuestos a las mismas condiciones de fotoperiodo,

temperatura y humedad relativa.

Figura 1. Jaula utilizada para mantener los mosquitos adultos adultos de las

especies Ae. aegypti, Anopheles albimanus 'y Culex quinquefasciatus.

Diariamente, las larvas fueron alimentadas con concentrados como Truchina ®
pulverizada, retirando el exceso de materia organica de las bandejas de cria,

reponiendo el volumen perdido con agua libre de cloro y limpia.



Figura 2. Recipiente plastico utilizado para larvas de las especies Aedes

aegypti, Culex quinquefasciatus y Anopheles albimanus.

Tanto las colonias de mosquitos establecidas, como la colonia obtenida de las
colectas en Envigado, se mantuvieron segun protocolos establecidos por el
insectario PECET, de tal forma que los mosquitos fueron frecuentemente
alimentados a partir de la exposicion dos veces por semana de ratones Balb/C

por cortos periodos de tiempo.

Para facilitar la oviposicion al interior de las jaulas de mosquitos adultos se
utilizaron pequefios recipientes plasticos de boca ancha y de 6 centimetros de
altura, cubiertos en su interior con una servilleta de papel humedecida. Esto
les ofrece a las hembras un sitio adecuado de oviposicion, y asi se obtienen los
huevos de cada especie para ser empleados en experimentacion. Una vez los
huevos se recuperaron de las jaulas de cria, éstos se depositaron en bandejas
con agua, y se mantuvieron al interior de los cuartos del insectario por un par

de dias hasta observar eclosiéon de larvas.



Figura 3. Recipiente con servilleta humedecida utilizado para ovipostura

(derecha), y oviposturas de Aedes aegypti en caja de petri (izquierda).

5.2.5 Mantenimiento de Ratones

El mantenimiento de los ratones (Mus musculus, variedad BALB/c) se cumple
manteniéndolos en recipientes plasticos que tienen un manto de viruta de
madera en la base, que agrupan 4 individuos del mismo sexo, por cada
recipiente. Dichos recipientes se conservan al interior de un cuarto
independiente (fuera de las instalaciones del insectario), cumpliendo estrictos
estandares de bioseguridad, con acceso controlado que garantiza un ambiente
tranquilo, libre de ruidos. El cuarto esta programado para mantener un
fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, ademas de agua y comida
Ad libitum.

5.2.6 Mantenimiento de Peces

Los peces se mantuvieron durante 8 dias aclimatandose antes de la prueba en
un recipiente de 60cm x 40cm x 40cm, adecuado con un termostato y un filtro
para mantener la calidad del agua y la temperatura por encima de 23 grados
Celsius. Se utilizé agua de llave reposada, buscando reducir la concentracién

de Cloro y el volumen usado fue de 80 litros.



Los peces se alimentaron diariamente Ad libitum con TetraColor de la casa
comercial Tetra y con larvas del mosquito Aedes aegypti criadas en el
insectario. Todo el alimento no ingerido fue retirado, y el volumen de agua fue
restituido. Se realizaron observaciones diarias del estado de los mismos para
asegurar que los ejemplares incluidos en los ensayos correspondieran con

individuos sanos y activos.

5.2.7 Cultivo Probiético

Se utilizaron cultivos madre de microorganismos probiéticos con marca
registrada por SCD Probiotics (USA). La formulaciéon especifica de la
concentracion madre fue preparada por la Dra. Margarita Correa, investigadora
asociada del PECET (Especificaciones no publicadas por proceso actual de
patente). Cultivos probidticos es un producto liquido, mantenido a temperatura
ambiente, de coloracibn ambar, que presenta un olor fermentado, y esta

compuesto por estas especies:

Bacillus  subtilis, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium  bifidum,
Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus  delbrueckii subsp bulgaricus, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis subsp lactis, Rhodopseudomonas
palustris, Rhodopseudomonas sphaeroides, Saccharomyces cerevisae,

Streptococcus termophilus.

Este conjunto de microorganismos puede agruparse en tres categorias:

Bacterias acido lacticas, levaduras y bacterias fototropicas.

5.3 Fase Experimental

5.3.1 Bioensayos con Larvas de Mosquitos

La susceptibilidad de las larvas a los cultivos probidticos se analizé mediante

bioensayos utilizando larvas de tercer estadio, de acuerdo con el método
estandar recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2005),



con modificaciones incluidas por el equipo del PECET, para el estudio de
productos larvicidas. Los Bioensayos se realizaron en el insectario del PECET

bajo condiciones reguladas de temperatura, humedad y fotoperiodo

Los cultivos probidticos fueron utilizados en diferentes concentraciones,
diluidas a partir de una solucion madre concentrada. Las diluciones se
realizaron con agua autoclavada, hasta alcanzar las concentraciones de 10%,
12%, 14% y 16%. Para los bioensayos se dispuso de 1 vaso plastico de 10
onzas para cada tratamiento y un vaso de control que contenia unicamente
agua. Los recipientes de los bioensayos fueron debidamente marcados y se
utilizé un volumen total por vaso de 100 mL. Cada una de estas
concentraciones (10%, 12%, 14% y 16%) tuvo tres réplicas independientes y
por cada prueba que se realizo, se incluyeron 10 repeticiones con cada una de
las especies incluidas en el estudio, Culex quinquefasciatus (1 cepa), Aedes
aegypti (2 cepas) y Anopheles albimanus (1 cepa). Estas concentraciones
fueron seleccionadas debido a que en los estudios preliminares con el cultivo

probidtico mostraron efecto larvicida.

El material bioldgico (larvas de mosquitos) fue retirado de las colonias
establecidas en el insectario del PECET, escogiendo las larvas que

presentaban la caracteristica requerida: Larvas de tercer estadio.

Se sometieron 20 larvas de tercer estadio, a diferentes concentraciones de
cultivos probidticos (10%, 12 %, 14%, y 16%); y 20 larvas adicionales para un
control negativo compuesto solamente por agua, para un total de 400 larvas
por cada bioensayo. Se hicieron lecturas de mortalidad de larvas cada 24, 48,

72 y 120 horas, después del inicio de cada bioensayo.

La lectura de mortalidad fue realizada para las diferentes concentraciones
evaluadas y su respectivo control. El registro de datos fue consignado en el

formulario especialmente disefiado para este experimento (Anexo 1).

Adicionalmente, para cada prueba realizada, se tomaron mediciones de una

serie de variables fisicoquimicas de todos los vasos (tratamientos y control), las



mediciones de estos parametros fisicoquimicos se hicieron en cada recipiente
al inicio y al final de la prueba. Las variables medidas son: el pH, la
concentracion de oxigeno disuelto en el agua y la conductividad que
presentaba el agua; medida en microsiemens. Los registros fueron

consignados en el formulario para datos disefiado para el caso (Anexo 2).

Las larvas fueron alimentadas una vez al dia para descartar el hecho de que
algunas larvas pudiesen morir por falta de alimentacion; se utilizaron 0.28
gramos de Truchina (pesados en wuna balanza analitica OHAUS),

distribuyéndola de manera uniforme sobre la superficie del liquido.

La lectura de mortalidad se interpret6 como el efecto larvicida del probidtico
sobre los inmaduros. Los individuos muertos hallados durante las lecturas de
mortalidad en cualquier vaso, fueron retirados inmediatamente utilizando una
pipeta Pasteur, pero devolviendo el liquido al vaso para no alterar el volumen

del mismo, registrando este evento en los formularios establecidos. (Anexo 1)

Se establecidé un porcentaje de mortalidad maximo permitido para los vasos
control que no podia igualar o superar el 20%, en caso de registrar o superar
este porcentaje, la prueba era repetida. Siempre que el porcentaje de
mortalidad del control se hallaba por debajo del 20% se corregia utilizando la

formula expresada en el protocolo (WHO, 2005).

5.3.2 Bioensayo con Peces

Se utilizé la especie Paracheirodon axelrodi como ejemplo de organismo no
blanco, fue evaluada en las mismas instalaciones que las pruebas con
mosquitos y bajo las mismas condiciones, utilizando individuos adultos
siguiendo una metodologia similar a la usada con los mosquitos para efectos

comparativos.

Se usé la menor concentracion de cultivos probidticos que se mostrd efectiva
para los mosquitos (10%); se dispuso de tres réplicas y un control, con 20

individuos por recipiente. El total de individuos sometidos a la prueba fue de 80



individuos, 60 individuos sometidos a la accion de los cultivos y los 20 restantes

comprendieron el control.

Para el bioensayo se usaron recipientes plasticos de 34 cm x 34 cm x 17.5cm
utilizando un volumen de 2 litros para cada recipiente. Los peces fueron
colectados con una nasa mediana del tanque de 80 litros donde fueron
aclimatados y depositados uno a uno en los recipientes donde se llevo a cabo

la prueba.

El bioensayo realizado se plane6 para tener la misma duracién que en las
pruebas de mosquito (120 horas maximo) con lecturas de mortalidad cada 24

horas, y medicion inicial y final de los parametros fisicoquimicos.
5.3.3 Medicion de Parametros Fisicoquimicos

Tanto en el momento de preparar cada prueba (a las 0 horas), como al finalizar
cada ensayo (un tiempo variable que fue de 24 a 120 horas), se realizé la
medicion de los parametros fisicoquimicos presentes en cada uno de los

recipientes de la prueba. Los parametros medidos fueron:

Conductividad del agua (Microsiemens, uS): Se define como la medida de la
capacidad de una sustancia de conducir la corriente eléctrica. Da una medida
aproximada del valor de la dureza del agua; estando la dureza determinada por

la concentracion de carbonatos.

Porcentaje de Oxigeno Disuelto (% O2): Es el porcentaje de oxigeno que esta
disuelto en el agua. Este se logra por difusion del aire del entorno

principalmente.

Potencial de Hidrogeno (pH): Es una medida de la acidez o alcalinidad que

presenta una disolucién. Indica la concentracién de iones hidronio HzO".

Estos parametros fueron registrados usando un equipo portatil para medicion
multiparametro a prueba de agua EXTECH EC600 equipado con celda de
conductividad EC605 y electrodo para temperatura, pH y mV PH305.



5.3.4 Identificacion Taxonomica de Mosquitos

La identificacion taxondmica de los mosquitos colectados en campo se realizé
mediante la observacién de caracteres morfoldgicos externos de estadios
adultos, tanto machos como hembras. Se utilizo la clave propuesta por Forattini
(2002).

5.4 Analisis Estadistico
Para el andlisis estadistico de los datos se uso el programa SAS v 9.2.

En el analisis descriptivo se realizaron graficos de perfil, boxplot y medidas
resumen de los datos.

Se analizé si los datos cumplian con los supuestos requeridos de normalidad y
varianza constante mediante la prueba de Smirnoff-Kolmogorov, y Shapiro
Wills.

Se uso6 un modelo linear de Poisson para analizar los datos y evaluar la eficacia
del cultivo probidtico como agente larvicida para las especies de interés, dado
que la variable respuesta es un numero de larvas muertas por recipiente
cumple con las caracteristicas de una variable de este tipo, y debido al nivel de
ajuste que presentaron los datos y a que existen estudios similares, se decidio

trabajar con un modelo de regresién logistica.

Para realizar el andlisis de nimero de larvas muertas y las concentraciones
letales con un modelo logistico, primero se convirtié la variable (nUmero de
larvas muertas) en porcentaje de larvas muertas, donde la variable respuesta
es la proporcion de larvas muertas, y las variables independientes los factores
que se controlaron para este experimento (concentracion, tiempo, grupo). Para
el andlisis estadistico de los parametros fisicoquimicos, se realizaron pruebas
ANOVA con un test de Dunett para encontrar significancia o no de los efectos.
Para las concentraciones letales 50% y 90% se asume que la concentracion es
una variable de naturaleza continua y se hallan las CL a través de la funcion

acumulada del modelo de regresion logistica.



5.4.1 Determinacién de concentraciones letales 50% y 90%.

Para la determinaciéon de estas concentraciones se utilizé la funcidon acumulada
del modelo de regresion logistica.

1

1+ e (FetBax) =P

En donde se realiza el despeje de la incégnita “x” que corresponde a la
concentracion letal, obteniendo la siguiente ecuacion.

Los valores de “Beta” de la funcion acumulada se obtienen a partir del analisis
del estimador de maxima verosimilitud realizado por el SAS.



6. RESULTADOS
6.1 Identificacion de los Especimenes de campo

Todo el material colectado, correspondiente a la cepa denominada “Silvestre”
fue identificado positivamente como Aedes aegypti.

6.2 Ensayo Piloto con Paracheirodon axelrodi

Este ensayo piloto registr6 una mortalidad del 100% para los individuos
expuestos al producto al registrarse la primera lectura de mortalidad (24 horas);
mientras los controles del ensayo no registraron ninguna muerte.

6.3 Analisis Descriptivo Bioensayos con Mosquitos
6.3.1 Mortalidad por grupos

Tabla 1. Porcentajes promedio de Mortalidad para la cepa Rockefeller por
Concentracion y tiempo medidos.

Aedes aegypti

cepa

ROCKEFELLER
Tiempo
de
Lectura 10% 12% 14% 16% | control
24h 68,88 76,5 84,5 88 0
48h 7594 | 83,15 91,6 86,5| 0,005
72h 85| 91,71 93,75| 91,94| 0,0087
120h 85,75| 93,93| 91,65| 76,25| 0,012

Tabla 2. Porcentajes promedio de Mortalidad para la cepa Silvestre por
concentracion y tiempo medidos.

Aedes aegypti

cepa

SILVESTRE
Tiempo
de
Lectura 10% 12% 14% 16% | control
24h 70,1 77 86 91 0,002
48h 77 85,2 92,4 90 0,001
72h 86,2 93 94,7 92 0
120h 86,8 93,1 95 81,2 0




Tabla 3. Porcentajes promedio de Mortalidad para la especie Anopheles
albimanus por concentracion y tiempo medidos.

Anopheles

albimanus
Tiempo de
Lectura 10% 12% 14% 16% | control
24h 10,1 14,3| 21,35 23,6 2,87
48h 22,2 34,4 40 38,3 4.4
72h 49,7 66,1 65,8| 65,95 5
120h 75,95| 85,55 87,5 84,5 5,13

Tabla 4. Porcentajes promedio de Mortalidad para la especie Culex
quinquefasciatus por concentracion y tiempo medidos.

Culex

quinquefasciatus
Tiempo
de
Lectura 10% 12% 14% 16% | control
24h 42,1| 48,75| 58,05 64 1,9
48h 60,25| 66,35 721| 78,75 4,7
72h 61,85 69,7| 72,65 79,5 6,65
120h 70,45| 75,55 82,3| 88,75 7,9

El analisis descriptivo general del conjunto de datos mostro que éstos no
siguen una tendencia normal, ni de varianza constante. La variable "numero de
larvas muertas" es una variable discreta, por tanto no tiene distribucion
aproximada a la normal.

Se observa que para cada especie de Culicidae evaluada, el conjuno de datos
mostré una tendencia diferente, pues al considerar los datos sin tener en
cuenta las concentraciones, la mortalidad fue mayor para las dos cepas
correspondientes a la especie Aedes aegypti, La especie Anopheles albimanus
presenta el menor registro de mortalidad en larvas, estando siempre por debajo
de 15 individuos muertos por cada 20 que se utilizaron por recipiente (Ver
Grafica 1, Tablas 1, 2, 3y 4). En las tablas 1, 2, 3 y 4 pueden observarse los
porcentajes promedio de mortalidad de cada uno de las especies y cepas
evaluadas.
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Grafica 1. Distribucion de los porcentajes de mortalidad de individuos de las
especies Anopheles albimanus, Culex quinquefasciatus, y Aedes aegypti
(Rockefeller y Silvestre) durante los bioensayos con cultivos probioticos.

En la grafica 1 se ve claramente como Anopheles es el grupo con menor
numero de muertes independientemente de la concentracion, mientras la
especie Aedes aegypti con la cepa Silvestre muestra la tasa de mortalidad mas
alta, esta informacion se evidencia al ver las medias de la Tabla 5 para ambos
grupos.

La media mas baja se observé en Anopheles con 7.28 larvas, mientras la mas
alta se observo en la cepa Silvestre con un valor de 14.54 larvas.

Tabla 5. Estimativos estadisticos del numero de muertes de larvas por especie
y cepas de Culicidae evaluadas.

Grupo Media Desv. Varianza Mediana
Anopheles 7.28 7.43 55.25 4.00
Culex 12.06 8.08 65.44 15.00
Rockefeller 14.19 7.75 60.08 18.00
Silvestre 14.54 7.96 63.48 20.00

Es de resaltar que los estimativos se miden de acuerdo al numero de individuos
presentes en el vaso de prueba (de 0 a 20 individuos).




Al analizar las medias reportadas en la Tabla 5, es de destacar que para las
larvas de Anopheles albimanus el numero promedio de individuos muertos
correspondio al 36.4%, este valor comparado con los obtenidos para Culex que
registra un 60.3% de individuos expuestos muertos, mientras para las cepas
Rockefeller y Silvestre de Aedes aegypti los porcentajes de mortalidad son
70.95% y 72.7% respectivamente. Esto deja a Aedes aegypti como la especie
expuesta al producto mas susceptible, seguida por Culex quinquefasciatus y
siendo Anopheles albimanus la especie menos susceptible.

6.3.2 Porcentajes de Mortalidad estimados por Concentraciones de
producto evaluadas.

Durante los bioensayos se registraron para las diferentes concentraciones
evaluadas mortalidades entre cero y 19.5 individuos (ver grafica 2).
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Grafica 2. Distribucién de larvas muertas en porcentaje para la concentraciéon
del producto evaluada (10%, 12%, 14% y 16%) sin considerar la categoria de
Especie.

El numero de individuos expuestos al producto por cada vaso fue de 20 larvas,
por lo tanto el numero de larvas muertas tiene un rango de cero a 20. La
concentracion del 10% registra una mortalidad minima de cero larvas en el 5%
de los vasos, mientras su maximo se halla en 19.5 larvas muertas en el 40% de



los vasos. La concentracion del 12% registra asi mismo un minimo de cero
larvas muertas en el 5% de los vasos, y un maximo de 19.5 en el 50% de los
vasos. La concentracion del 14%, presenta un minimo de cero larvas muertas
en el 5% y su maximo de 19.5 larvas en el 60%; mientras la concentracién del
60% tiene el minimo de cero larvas muertas en el 5% y el maximo de 19.5
larvas en el 70% de los vasos. El control registra el menor numero de
individuos muertos, donde se aprecian cero muertes en el 80% de los casos, y
donde el maximo de larvas muertas es 4.5 por vaso en menos del 5% de los
ensayos.

En promedio, puede verse en la Tabla 6 que, para los ensayos realizados con
la concentracién del 10% existe una mortalidad del 67.9% de las larvas
expuestas, para la concentracion del 12% es del 75%, para la concentracion
del 14% es del 79.05% vy para la concentracion del 16% es del 82.05%.
Mientras que el control registré mortalidad del 1.65%

Tabla 6. Estimativos estadisticos del numero de larvas muertas por
concentracion del producto (10%, 12%, 14% y 16%) y el control.

Concentracion Media Desv. Varianza Mediana
C10 13.58 6.91 47.78 16.00
C12 15.00 6.34 40.28 18.00
C14 15.81 6.18 38.19 20.00
C16 16.41 6.04 36.56 20.00
Control 0.33 0.81 0.65 0

6.3.3 Mortalidad por tiempos de lectura.

A las 24 horas de ser iniciado el experimento, puede observarse una mortalidad
de 19.5 larvas por vaso cercana al 20%. A medida que se realizan las lecturas
siguientes esta mortalidad de 19.5 larvas por vaso se eleva de un 20% a un
55% (Ver grafica 3).
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Grafica 3. Porcentaje de Mortalidad de larvas por tiempos de lectura (24, 48,
72 y 120 horas).

Tabla 7. Estimativas estadisticas del numero de larvas muertas considerando
todas las especies evaluadas con relacion al tiempo de lectura realizado
durante bioensayos con cultivos probidticos.

Tiempo de lectura de los Media | Desviacion | Varianza | Mediana
bioensayos
24 horas 8.89 7.80 60.91 8.00
48 horas 11.41 8.49 72.10 15.00
72 horas 13.78 8.26 68.30 19.00
120 horas 14.700 7.54 56.93 20.00

Las lecturas realizadas 24 horas después de iniciados los bioensayos registran
segun la tabla 7 un 44.45% de mortalidad, para las 48 horas se observa un
57.05%, a las 72 horas el porcentaje de individuos expuestos muertos alcanza
el 68.9%, y a las 120 horas el porcentaje corresponde con 73.5%.




6.3.4 Resultados Condiciones Fisicoquimicas
6.3.4.1 pH

El parametro pH muestra un comportamiento inferior a 3.5, pero relativamente
constante en todas las concentraciones y en todos los grupos con excepcion
del control, en donde se registraron mediciones cercanas a la neutralidad (7).

En la grafica 4 se muestra el comportamiento del pH en cada una de las
concentraciones evaluadas durante el estudio.

Es de anotar que también se registra el pH en funcién de cada una de las
concentraciones, evidenciandose un patrén similar independientemente de la
concentracion utilizada. En la grafica 4, puede verse como el pH se muestra
muy poco variable tanto en la medicion inicial como en la final.
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Grafica 4. Comportamiento del pH para los grupos evaluados con respecto a
las diferentes concentraciones evaluadas y al control.

Para el grupo Paracheirodon se realiz6 un ensayo piloto con la concentracion
c10 y el control. Los resultados de las mediciones de pH para este ensayo
muestran valores muy similares a los registrados en las pruebas con los demas
grupos en la concentracion c10 y el control, donde fue evaluada. En la gréafica 5
puede observarse que el pH inicial y final se mantuvo estable por debajo de 3.5
sin importar la concentracion del producto empleada. Notese la diferencia al
contrastar con el pH mostrado por el control que permanecié cerca de la
neutralidad (7).
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Grafica 5. Comportamiento del pH con respecto a las diferentes
concentraciones evaluadas y al control, comparando mediciones iniciales y
finales.

6.3.4.2 Concentracion de Oxigeno Disuelto

La medicién del oxigeno disuelto en las pruebas muestra el mismo patron entre
la concentracion inicial y la final, para todos los grupos evaluados; pero
registrando un valor inicial por encima de 50 ppm, mientras la condicién final
registra un valor inferior cercano a 30 ppm. En la grafica 5 puede verse como
esta diferencia es evidentemente menor para el grupo control que no fue
expuesto al producto.
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Grafica 6. Valores de oxigeno disuelto final e inicial registradas en las
diferentes unidades experimentales con relacion a la concentracion del
producto (10%, 12%, 14% y 16%) ademas del control, considerando todas las
especies de Culicidae.

Vista de forma general, la concentracion de oxigeno disuelto disminuye durante
las pruebas, al examinar los datos diferenciando entre las diferentes especies y
concentraciones (Ver Grafica 7) se observa una tendencia similar para las
larvas de Anopheles, Rockefeller y Silvestre. Sin embargo, para el grupo
Paracheirodon, la concentracion de oxigeno disuelto es igual entre la
concentracion del 10% (c10) y el control, al contrario de lo observado para las
larvas. Este resultado era esperado debido a que los peces consumen el
oxigeno presente en el agua, contrario a las larvas que toman el oxigeno del
aire utilizando estructuras especializadas conocidas como sifones en Culex y
Aedes, y aparato espiracular en Anopheles.
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Grafica 7. Concentracion de oxigeno disuelto visto por grupos.
6.3.4.3 Conductividad (uSiemens)

La conductividad registré diferencias al evaluarse las mediciones al inicio y al
final de las pruebas. En la gréafica 7, se aprecia como se mantiene la tendencia
al compararse las mediciones iniciales y finales entre las diferentes
concentraciones. La concentracién c16 presenta la medida de microsiemens
(uSiemens) mas alta, mientras el control muestra la mas baja tanto antes como
después de la prueba.
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Grafica 8. Conductividad Inicial y Final.

Al visualizar los datos de conductividad por grupos y por concentraciones
puede apreciarse que los grupos Silvestre y Rockefeller poseen valores
diferentes en la grafica 9, pero la tendencia es similar. La grafica que describe
los datos del grupo Anopheles muestra en las concentraciones ¢c10 y ¢12 los
valores mas bajos de todos los grupos; pero para las concentraciones c14 y
c16, muestra valores superiores al grupo Rockefeller. EI grupo Paracheirodon
muestra valores normales tanto para el control como para la concentracion ¢10.
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Grafica 9. Conductividad vista por grupos y concentraciones.



6.4 Analisis Estadistico

6.4.1 Seleccion del modelo logistico

Usando el SAS se realiza una asociacién de probabilidades predichas y
respuestas observadas, y se obtuvo un valor de 0.818, (82%). Este valor
corresponde al ajuste que muestran los datos al modelo, a ser un ajuste muy
elevado, se escoge el modelo logistico para procesar los datos.

Para usar el modelo, se deben fijar algunos de los componentes de los efectos
para tener un punto de comparacion al realizar los ensayos. Los elementos
escogidos como punto de referencia fueron para la concentracion los controles;
para el tiempo las 24 horas y para grupo se decidio fijar silvestre. Todos los
analisis comparativos se realizaron en base a estas fijaciones.

6.4.2 Hipotesis

6.4.3 Hipétesis Nula: Los efectos concentracion, grupo y tiempo no son
significativos sobre las larvas.

6.4.4 Hipoétesis Alternativa: Los efectos concentracion, grupo y tiempo son
significativos sobre las larvas.

Tabla 8. Prueba Hipotesis nula global.

Test Chi-cuadrado Grados de Pr> ChiSq
Libertad

Ratio de 14794.4775 10 <.0001

verosimilitud

Puntuacion 13520.7928 10 <.0001

Wald 9954.9118 10 <.0001

Tabla 9. Comprobacion de significancia de factores.

Efecto Grados de Pr> ChiSqr
Libertad

Concentracion 4 >(0.001

Grupo 3 >0.001

Tiempo 3 >0.001

Como puede verse en la Tabla 9, al ser el valor p menor a 0.05, los efectos son
significativos y por tanto se rechaza la hipotesis nula, aceptando la alternativa.
Se demuestra por lo tanto que los efectos Concentracion, Grupo y Tiempo son
estadisticamente significativos sobre las larvas.



Para probar si habia diferencias entre los grupos,
concentraciones se analizaron los estimadores de cocientes de disparidad,

comparando contra los componentes fijos.

Tabla 10. Efecto del Tiempo.

los tiempos y las

Efecto Tiempo Error Estimador Pr > ChiSq Obtenemos
48h -1,8794 <.0001 -84,7318313
72h -2,2915 <.0001 -89,8885324
120h -2,6508 <.0001 -92,9405285

Para el efecto tiempo se compararon cada una de las mediciones versus los
datos observados en la primera medicion (24 horas). Los resultados muestran
que en el periodo de las 24 horas la probabilidad de morir es la mas alta, y que
esta probabilidad disminuye a medida que el tiempo pasa (Ver tabla 4).

Tabla 11. Efecto del Grupo.

Efecto Grupo Error Pr > ChiSq Obtenemos
Estimador
Anopheles -0.3180 <.0001 -27,23
Culex -0.2344 <.0001 -20,89
Rockefeller -0.0833 0.0109 -7,99

Analizando el efecto grupo puede verse que comparado con A. aegypti, cepa
Silvestre, A. aegypti, cepa Rockefeller tiene un 7% menos de probabilidad de
morir, mientras que Culex y Anopheles muestran un 20% y un 27% menos de
probabilidad de morir, respectivamente.

Esto significa que la cepa menos susceptible al producto es Anopheles,
seguida por Culex y Rockefeller, mientras la cepa mas susceptible es Silvestre.

Tabla 12. Efecto de la Concentracion.

Efecto Concentracion Error Pr > ChiSq Obtenemos
Estimador
C10 3,7682 <.0001 4230,20
C12 3,8625 <.0001 4658,41
C14 3,9130 <.0001 4904,88
C16 3,9645 <.0001 5169,39

Al observar la tabla 12 vemos el efecto concentracion, en donde cada una de
las concentraciones (10%, 12%, 14% y 16%) fue comparada con el control.
Para la concentracion mas baja (C10), se nota un aumento significativo en la
probabilidad de morir de 4230.20%, probabilidad que aumenta a medida que
aumenta la concentracion.




6.5 Analisis Estadistico de los parametros Fisicoquimicos.

6.5.1 Analisis ANOVA

Se consideraron 3 factores: concentracion, condicion inicial - final y especie.
Se utilizé el test de Dunnett para encontrar si el efecto de cada uno de los

factores mencionados  fue significativoo no. Los valores considerados

significativos correspondieron con los valores de p menores que 0.05.

Tabla 13. Medias Generales de los parametros fisicoquimicos.

Parametro Fisicoquimico | Media
pH 3.94
02 45.79 %
Conductividad 614.72 (uSiemens)

6.5.2 Por Concentracion.

Al comparar las medias por concentraciones para cada uno de los parametros,

se hallo que, con referencia al control todos tienen diferencias significativas.

Tabla 14. pH Por Concentracion.

Alpha

0.05

Error Grados de
libertad

696

Error de cuadrado
medio

0.043

Dunnett

Valor critico de t de 244

Las comparaciones importantes del nivel 0.05 estan indicadas por ***.

Diferencia entre Limites de Confianza
medias
c10 - Control -3.59543 -3.65486 -3.53601 ***
c12 - Control -3.60850 -3.66874 -3.54827 ***
c14 - Control -3.62100 -3.68124 -3.56077 ***
c16 - Control -3.62725 -3.68749 -3.56702 ***




Para la ANOVA del pH se puede observar que todos los valores son
significativos para el alfa propuesto, lo que quiere decir que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre el pH registrado en las diferentes
concentraciones vs el control.

El control mostré6 medidas cercanas a la neutralidad (7), mientras que las
diferentes concentraciones mostraron un valor medio de 3.94 (Ver grafica 5).

Tabla 15. O2 Por Concentracion.

Alpha 0.05
Error Grados de 696
libertad

Error de cuadrado 126.49
medio

Valor critico de t de 244

Dunnett
Diferencia entre Limites de Confianza
medias
c10 - Control -15.753 -18.943 -12.564 ***
c12 - Control -17.767 -21.000 -14.534 ***
c16 - Control -18.121 -21.354 -14.889 ***
c14 - Control -18.260 -21.493 -15.027 ***

La ANOVA de la concentracion de oxigeno disuelto muestra una diferencia
significativa entre las concentraciones y el control. Con una medida mucho mas
baja en las concentraciones del producto usadas (45.79 %) que en el control
(aprox. 60%, ver grafica 7).

Tabla 16. Conductividad Por Concentracion.

Alpha 0.05
Error Grados de 696
libertad

Error de cuadrado 8078.43




medio

Valor critico de t de 2.44

Dunnett
Diferencia entre Limites de Confianza
medias
c16 - Control 828.76 802.92 854.59 ***
c14 - Control 744 .34 718.51 770.18 ***
c12 - Control 646.35 620.51 672.18 ***
c10 - Control 585.99 560.50 611.48 ***

Para la ANOVA de la conductividad también se observan diferencias
significativas entre las concentraciones y el control. Ver grafica 9.

6.5.3 Por condicion (Inicial-Final)

También se evalué cada uno de los parametros usando un test de Dunnett,
para indagar si existen diferencias significativas entre la lectura inicial y la
lectura final al comparar las medias.

Todas las ANOVAS para la condicion mostraron una diferencia significativa
entre el valor inicial y el valor final.

Tabla 17. pH Por condicion (Inicial-Final).

Alpha 0.05
Error Grados de 696
libertad

Error de cuadrado 0.043
medio

Valor critico de t de 1.96
Dunnett

Diferencia 0.0305
significativa minima

Diferencia entre Limites de confianza
medias




Inicial - Final

0.10296 0.07251 0.13341 ***

Tabla 18. O2 Por condicién (Inicial-Final).

Alpha 0.05
Error Grados de 696
libertad
Error de cuadrado 126.49
medio
Valor critico de t de 1.96
Dunnett
Diferencia 1.63
significativa minima

Diferencia entre
medias

Limites de confianza

Inicial - Final

15.93

14.29 17.56 ***

Tabla 19. Conductividad Por condicién (Inicial-Final)

Alpha

0.05

Error Grados de
libertad

696

Error de cuadrado
medio

8078.43

Valor critico de t de
Dunnett

1.96

Diferencia significativa
minima

13.06




Diferencia entre Limites de confianza
medias

Inicial - Final -40.91 -53.97 -27.85 ***

6.5.4 Por Grupo.

Para realizar la comparacién por especies, se fijé la especie menos afectada
por el producto segun el modelo. Esta especie fue Anopheles.

Tabla 20. pH por Grupo.

Alpha 0.05
Error Grados de 696
libertad

Error de cuadrado 0.043
medio

Valor critico de t de 2.36

Dunnett
Diferencia entre Limites de Confianza
medias

Rockefeller - 0.148 0.093 0.20 ***
Anopheles

Silvestre - 0.144 0.098 0.19 ***
Anopheles

Paracheirodon - 0.024 -0.13 0.18

Anopheles

En cuanto al pH, la ANOVA muestra que entre los grupos Paracheirodon y
Anopheles no existen diferencias significativas, mientras al comparar
Anopheles con Rockefeller o Silvestre si existen diferencias estadisticamente

significativas.

Tabla 21. O2 por Grupo.

Alpha 0.05
Error Grados de 696
libertad

Error de cuadrado 126.49




medio

Valor critico de t de 2.36
Dunnett

Diferencia entre Limites de Confianza
medias

Rockefeller - 2.90 -0.079 5.87
Anopheles
Silvestre - -8.11 -10.60 -5.62 ***
Anopheles

Paracheirodon - -10.75 -19.43 -2.06 ***
Anopheles

Para el O2 la ANOVA muestra que no hay una diferencia significativa entre
Anopheles y Rockefeller, pero si existen diferencias significativas entre

Anopheles y los otros dos grupos (Paracheirodon y Silvestre).

Tabla 22. Conductividad por Grupo.

Alpha 0.05
Error Grados de 696
libertad

Error de cuadrado 8078.43

medio

Valor critico de t de 2.36
Dunnett

Diferencia entre Limites de Confianza
medias
Rockefeller - 103.63 83.71 123.55 ***
Anopheles
Silvestre - 1.19 -22.61 25.00
Anopheles
Paracheirodon - -35.76 -105.17 33.64
Anopheles

Esta ANOVA muestra que solo existe diferencia significativa entre Silvestre y
Anopheles, mientras no hay diferencias entre los otros grupos.




Tabla 23. Determinacion de concentraciones letales 50% y 90%.

Analisis del Estimador de Maxima Verosimilitud

Parametro GL | Estimador Estandar Pr > ChiSq
Intercepto 1 -3.51 0.1002 <.0001
Cc10 1 3.76 0.1013 <.0001
C12 1 3.86 0.1012 <.0001
C14 1 3.91 0.1012 <.0001
C16 1 3.96 0.1012 <.0001
Grupo Anopheles 1 -0.31 0.0335 <.0001
Grupo Culex 1 -0.23 0.0333 <.0001
Grupo Rockefeller 1 -0.08 0.0327 0.0109
Tiempo 120h 1 -2.65 0.0370 <.0001
Tiempo 48h 1 -1.87 0.0300 <.0001
Tiempo 72h 1 -2.29 0.0332 <.0001

6.6 Concentraciones Letales Generales Estimadas.

6.6.1 CL 50% = 3.51709916 mL
6.6.2 CL 90% = 6.46153897 mL
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Tabla 24. Concentraciones Letales generales 50% y 90%.

De esta manera, se calcularon las concentraciones letales 50 y 90, para los
diferentes grupos de mosquitos expuestos al producto. Las concentraciones
letales se calculan a partir del volumen total de 100 mL.

Concentraciones Letales 50% 90%
Anopheles 3.835 mL 6.779 mL
Culex 3.751 mL 6.695 mL
Rockefeller 3.600 mL 6.544 mL
Silvestre 3.517 mL 6.461 mL




7. Discusion

Los resultados obtenidos de este estudio son los primeros registros para este
producto en condiciones de laboratorio utilizando la metodologia propuesta por
la OMS (WHO, 2005), tanto en las propiedades fisicoquimicas medidas del
producto, como en el efecto del mismo sobre especies con capacidad vectorial

y especie no blanco.

El producto mostré ser eficaz contra las especies de mosquito expuestas,
resultando mas susceptible la especie Aedes aegypti, en la cepa denominada
silvestre, la cepa denominada Rockefeller perteneciente a la misma especie fue
menos susceptible; seguida por la especie Culex quinquefasciatus, mientras
que la especie menos susceptible al producto a base de organismos

probidticos correspondié con Anopheles albimanus (Ver Tablas 5y 11).
7.1 Variables tenidas en cuenta para el analisis estadistico.

1) Tiempo de lectura de cada prueba (24 horas, 48 horas, 72 horas y 120
horas),

2) Especie (especies de Culicidae y cepas correspondientes expuestas al
producto: Anopheles, Culex, Silvestre, Rockefeller y Paracheirodon)y

3) Concentracion del producto evaluado (10%, 12%, 14% y 16%) (Ver tablas 9,
10, 11y 12).

Los grupos se conformaron por especies; para el caso de la especie Aedes
aegypti se evalud la accion del probiotico sobre dos poblaciones diferentes de
la misma especie, una denominada silvestre, con 3 generaciones, y la otra
Rockefeller, cepa de referencia mantenida en el insectario. Al analizar
estadisticamente los resultados, se determiné que la especie de mosquito con
la probabilidad mas alta de muerte por contacto con el producto es la cepa
silvestre, por lo que se seleccion6 para servir de referencia al comparar los

diferentes grupos.

De los resultados del estudio se observa que Anopheles tuvo un 27% menos
de probabilidad de morir por contacto con el producto, Culex tuvo un 20%
menos de probabilidad de muerte por contacto y Rockefeller que pertenece a la
misma especie que silvestre (Aedes aegypti), tuvo un 7.99% menos de
probabilidad de morir por contacto con el producto. Esto muestra a la especie
Anopheles albimanus como la especie con menor susceptibilidad al producto y



a la especie Aedes aegypti como la especie mas susceptible, siendo la cepa

Silvestre la que presentd mayor susceptibilidad.

Este resultado llama la atencion porque se esperaba que la cepa de Aedes
aegypti colonizada (cepa Rockefeller) presentara datos compatibles con mayor
susceptibilidad, sin embargo, nuestros resultados apuntan en la direccidn

contraria, siendo la cepa denominada silvestre, mas susceptible al producto.

La literatura cientifica indica que la colonizacién, y por tanto el cruce constante
de individuos cercanamente relacionados (denominado endogamia), en un
contexto genético, puede modificar la apariencia externa (fenotipo) vy la
composicién genética (genotipo) de las poblaciones (Benedict y col., 2009).
Esta premisa se ha relacionado generalmente a que las poblaciones en
condiciones de laboratorio tienden a ser susceptibles cuando expuestas a
determinados agentes de control o a infecciones (Gargan y col., 1983; Lorenz
y col.,, 1984). Esta susceptibilidad puede explicarse en parte por la teoria de
retrocruce y el equilibrio de Hardy-Weinberg; que sostienen respectivamente,
que el cruce endogamico constante en una poblacion reducira el numero de
copias diferentes de un mismo gen que estén presentes en la poblacion. Afirma
ademas, que mientras no ingresen individuos nuevos a la poblacion, no existan
cambios genéticos, ni algun tipo de seleccion, existira un equilibrio en la

composicion de los genes de dicha poblacion (Munstermann, 1994).

Existen también, estudios en los que los resultados muestran un mayor grado
de susceptibilidad a insecticidas de una cepa silvestre frente a una cepa de
colonia bajo condiciones de cria y mantenimiento muy estables a lo largo del
tiempo, como la humedad relativa, la temperatura, el fotoperiodo (Self y Pant,

1966; Knop y col., 1987, Benedict y col., 2009), e incluso la alimentacion.

Las colonias sometidas a condiciones de cria variantes en los parametros
mencionados anteriormente, tienden a mantenerse de cierta manera mas
heterocigoticas y mas cercanas a los parentales, mientras que las colonias
mantenidas bajo condiciones constantes tienden a presentar una mayor
homocigocidad (Knop y col., 1987; Seawright y col., 1991; Brooke y col., 2002).
Por lo tanto y en vista de como se mantienen las colonias de dipteros en el

insectario del PECET, se puede pensar que las colonias alli mantenidas



tendrian diferencias frente a los parentales originales a partir de los cuales se
inicié la colonia, sin embargo, los huevos se almacenan por un tiempo y se
activan después de periodos comprendidos entre 2 y 3 meses lo que

mantendria la variabilidad de la colonia en el laboratorio.

La totalidad de los ejemplares de Paracheirodon axelrodi expuestos al producto
murieron, posiblemente debido a la exposicion durante la prueba a parametros
fisicoquimicos por fuera de los limites reportados para esta especie,
particularmente el pH (que para esta especie esta reportado en 3.7), ademas
de no proveerles un tiempo suficiente de aclimatacion (Schofield, 1976) en el
experimento ya que los individuos se sometian a un cambio drastico de pH al
realizar la prueba. Sin embargo, en la literatura también se reporta que una
especie cercana, Paracheirodon innesi, presenta mecanismos de adaptacion
osmoregulatorios que le permiten subsistir a condiciones de pH de 3.5 en su
habitat natural (Gonzalez y Preest. 1999); siempre y cuando el cambio fuese
gradual. A pesar de esto, el mismo articulo menciona que el agua donde habita
este pez presentan un pH muy bajo, al igual que una conductividad muy baja,
caso contrario a lo evidenciado en el probidtico, donde se observa un pH bajo y

conductividad elevada.

Las concentraciones usadas del producto se determinaron a partir del protocolo
para evaluacion de larvicidas en condiciones de laboratorio y campo de la OMS
(WHO, 2005). La minima concentracion usada fue la del 10% y mostro ser
4230.20 veces mas efectiva al compararla con los grupos control (Ver Tabla
12). Asi mismo, nuestros datos muestran que a medida que aumenta la
concentracion, también aumenta la probabilidad de morir, al igual que en otros
estudios, en donde se evidencia un aumento en la mortalidad de larvas a
medida que se eleva la concentracion del producto larvicida (Mittal, 2003;
Ashauer y col., 2006; Duchet y col., 2008, 2010).

Nuestros resultados indican que hay diferencia en la respuesta de culicinos y
anofelinos al producto. Se presume que una de las causas de estas diferencias
en la probabilidad de morir radique en las propiedades fisicas del producto,
como su caracter liquido, ya que se ha reportado que la presentacion de

biolarvicidas (ya sea liquida, en polvo, granulos, etc.) pueden influir en el



desempefio, siendo la formulacion liquida mas efectiva contra culicinos y la
presentacion granulada o en polvo mas efectiva contra anofelinos debido al
sitio que ocupa cada uno de estos grupos en la columna de agua (Mittal, 2003).
Es de resaltar que cada grupo tiene adaptaciones evolutivas distintivas y
representativas, en el caso de Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus, la
estructura conocida como sifén es relativamente alargada y les permite a las
larvas respirar en una posicion casi vertical con respecto a la superficie;
mientras que las larvas de Anopheles albimanus no disponen de un sifon largo
y la posicién de las larvas es horizontal con respecto a la superficie del agua
(Merrit, 1992). Esto incide drasticamente en el lugar que la larva ocupa dentro
de la columna de agua. Mientras las larvas de Culex y Aedes se desplazan
frecuentemente por toda la altura de la columna, la larva de Anopheles
permanece mucho mas tiempo cerca de la superficie (Merrit, 1992; Curtis,
1996, Mittal, 2003), lo que posiblemente la haga mas susceptible a un producto
de lento hundimiento o lenta dilucién (granulado), al compararlo con uno que se

disuelva mas rapido como el liquido (formulacién utilizada de probidticos).
7.2 Factores Fisicoquimicos.
7.2.1 pH.

Al analizar los factores fisicoquimicos se encuentra que el pH registrado para
los bioensayos realizados muestran un valor promedio igual para los mosquitos
y los peces (pH de 3.5), manteniéndose relativamente estable sin importar las
concentraciones evaluadas (Ver grafica 4), tanto al inicio como al final de cada
bioensayo (Ver grafica 5), lo anterior indica que sin importar la concentracion
del producto, el pH de la solucion es acido y se estabilizara en 3.5, mientras el
control presenta un pH con una media de 7, que lo ubica en la neutralidad,
podemos decir que el probidtico modifica el pH del medio donde se encuentra,

y lo acidifica.

Sin embargo este valor de pH se halla por debajo del valor reportado para las
especies expuestas al producto que tiene una media general de 3.5, tanto
peces como mosquitos; para Aedes aegypti se ha registrado desarrollo larvario
normal para un pH entre 4 y 11 en pruebas de laboratorio, registrando por
debajo de 4 mortalidad en las larvas (Clark y col., 2004). Anopheles albimanus



ha sido hallado en criaderos naturales con una medida de pH que varia de 7 a
9, con una media de 7.5 (Rojas, E., 2013) y en condiciones de laboratorio se
mantiene con un pH de 6.9 (Morales-Saldana, 2008); Culex quinquefasciatus
ha sido registrado en criaderos naturales con un pH entre 7.4 y 8.1 (Ramirez y
col.,, 1999), muy diferentes al promedio de 3.5 que se registra con cultivos
probioticos. Las larvas expuestas a valores de pH por fuera del rango de
supervivencia tienden a morir en un periodo de tiempo muy corto, sin embargo,
también se ha sugerido que disminuyendo el pH gradualmente permitiria a las
larvas de ciertos mosquitos vivir un periodo de tiempo mas prolongado en
valores de pH por fuera de su rango de supervivencia registrado (Clark y col.,
2004). Los valores de pH registrados para los controles tienden a la neutralidad
(pH 7) que es el valor al cual se mantienen los estadios inmaduros en el
insectario del PECET, al igual que para otros estudios realizados con
biolarvicidas como el VectoBac (Bacillus thuringiensis var. israeliensis, Bti) y el
Spinosad (Espinosina A y D, productos fermentados de Saccharopolyspora
spinosa), en donde el pH de las soluciones se mantiene muy cercano a la
neutralidad (7.2), dentro del rango conocido para las especies y por lo tanto no
se asocia a la muerte de las larvas (Duchet y col., 2008, 2010; Sadanandane y
col., 2009).

En el caso de la especie no blanco Paracheirodon axelrodi en un rango de pH
entre 4 y 8.5 ha mostrado un 100% de supervivencia, pero se observa una
mortalidad del 45% de los individuos expuestos cuando este valor es de 3.6
(Ragonha de Oliveira y col. 2008), aunque en nuestros ensayos registramos
mortalidad del 100% cuando fueron expuestos a pH 3.6 e inferiores en menos
de 24 horas.

7.2.2 Concentracion de O2.

Contrario a lo obtenido en nuestros bioensayos, Duchet y col., 2008 muestran
un aumento en las concentraciones de oxigeno disuelto con diferencias
significativas independientemente si el producto evaluado fuera Bti, Spinosad o
el microcosmos de control; mientras en nuestros ensayos el oxigeno disminuye

a medida que se aumenta la concentracion del producto, manteniendo una



media de saturacion de oxigeno de 45.79%, que a 27 grados centigrados en
Medellin equivale a 3.6 mg/L; Duchet y col. muestran valores promedio de 4.77
mg/L para Bti y 6.20 mg/L para Spinosad. La saturacién de oxigeno disuelto al
finalizar los bioensayos se observa muy baja en el piloto realizado con P,
axelrodi al compararse a los bioensayos con mosquitos, esto es posible de

explicar debido a que los peces consumen el oxigeno del agua por ventilacion.

Puede suponerse que los microorganismos presentes estén realizando
procesos oxidativos que utilizan oxigeno disuelto en el medio; por esto el
oxigeno puede convertirse en un factor limitante para organismos acuaticos
(Kramer, 1987), a pesar de que esto no fue medido en este estudio se presume
esta presente debido a las variaciones entre las condiciones iniciales y finales
de los parametros fisicoquimicos medidos en los bioensayos con larvas de

mosquito.

Las larvas de mosquito no toman su oxigeno directamente del agua, sino que
utilizan sus sifones para tomar aire de la superficie en el caso de Culex y
Aedes, mientras en el caso de Anopheles el intercambio gaseoso se realiza por
medio de su espiraculo, presente en el abdomen (Curtis, 1996). Por lo tanto las
larvas no contribuyen a la disminucion en la saturacion de oxigeno disuelto en
el agua de los bioensayos, sino que se debe al metabolismo de los
microorganismos que hacen parte del probidtico y a microorganismos no

asociados al probidtico pero que estan presentes en el control.

7.2.3 Conductividad (Microsiemens).

Siendo una medida indirecta de los nutrientes disponibles en el medio, ha
mostrado que afecta las comunidades de mosquitos en recipientes
contenedores, asi como a otros organismos presentes en el medio acuatico
(Yee y Juliano, 2007; Yee y col.,, 2010). Para todos los bioensayos la
conductividad aumento, inclusive en los controles se nota un leve aumento de
la conductividad. La gran diferencia de la conductividad entre los controles y los

grupos expuestos al producto sostienen que la conductividad aumenta a



medida que aumenta la concentracion del producto (Correa, 2009, 2011), y que

este aumento se debe a la presencia de microorganismos vivos en el producto.

Desenvolverse en un medio altamente idnico supone un esfuerzo extra para los
organismos presentes para mantener el balance celular, la integridad de las
membranas, y contrarrestar los efectos del bajo pH (Mulla y col., 1990;
Gonzalez y Preest. 1999; Mittal, 2003; Yee y Juliano, 2007; Mireji y col., 2007;
Mwangangi y col., 2010; Yee y col., 2010).

7.3 Concentraciones letales y otros productos larvicidas.

Debido a la naturaleza del producto, resulta complejo realizar comparaciones
entre cultivos probidticos y otros productos larvicidas, debido en parte a que la
mayoria de los biolarvicidas disponibles en el mercado constan de una sola
especie, generalmente del género Bacillus, en donde tanto la especie, como las
proteinas responsables del efecto larvicida han sido plenamente identificadas y
aisladas; mientras los cultivos probidticos son un consorcio de
microorganismos en el cual cada especie cumple un rol especifico y aporta a
su estabilidad (Correa, 2002, 2003, 2009, 2010, 2011), pero no se ha

identificado plenamente la forma de accion del producto.

Tomando como referencia a la especie evaluada Culex quinquefasciatus, las
concentraciones letales obtenidas con el probidtico fueron de 37510 ppm y
66950 ppm para la CL 50% y 90% respectivamente, mientras utilizando Bacillus
thuringiensis, las CL 50% y 90% son 206.80 y 430.95 ppm respectivamente
(Mahesh Kumar y col., 2012). Esto demuestra que es necesaria una cantidad
mayor de probidtico para equiparar el efecto mostrado por Bacillus
thuringiensis; sin embargo, el costo de los productos es muy diferente; mientras
5 kilogramos del formulado VectoBac a base de Bti cuestan unos 215.910
pesos, producir un litro de cultivos probidticos cuesta solamente 3.383 pesos, y
las especies que conforman el consorcio de lo probidticos son ubicuas (Correa,
2002, 2003, 2009, 2010, 2012), mientras el VectoBac debe ser adquirido de
una casa comercial e importado (Mittal, 2003).

Para la especie Aedes aegypti, estudios utilizando Bacillus thuringiensis var

israeliensis (VectoBac) muestran resultados similares en el porcentaje de



mortalidad >90% para el probidtico y >95% para VectoBac a las 48 horas de
exposicion (Chung y col., 2001), y en bioensayos realizados sobre la especie
Anopheles albimanus donde se evaluaron los efectos del Bti en condiciones
similares (Perich y col., 1987). Se ha reportado que en espacios cerrados
Spinosad (producto basado en Espinosina A y D, fermentos de
Saccharopolyspora spinosa) alcanza entre 79% y 83% de mortalidad a las 48
horas de exposicion para Cx. pipiens, asi como buenos resultados frente a
Aedes aegypti, pero existen inconvenientes con la fotodegradacion
(Sadanandane y col., 2009); frente al >90% de mortalidad evidenciada para el

cultivo probidtico.

Se ha propuesto que un habitat turbio y rico en materia organica, como el que
se presenta en pozos, charcas, tanques de agua, tanques sépticos y en
general aguas lénticas, posee parametros fisicoquimicos que afectan la eficacia
de biolarvicidas basados en Bti o Bs (Bacillus sphaericus). Las altas
temperaturas o disminuciones del pH (Mulla y col., 1990), presencia de metales
como el cromo, el cobre, el hierro, plomo, manganeso y zinc (Mireji y col.,
2007), o incluso presencia de algas ejercen un efecto negativo en la actividad
de las formulaciones basadas en Bti o Bs. Estos hallazgos tienen una
implicacion epidemiolégica cuando estas formulaciones sean usadas
individualmente, recomendandose la utilizacion y combinacién con otros
agentes para controlar eficazmente la poblacion de mosquitos (Mwangangi y
col., 2010), mientras cultivos probidticos prosperan bajo estas condiciones y se
desenvuelven éptimamente (Correa, 2002, 2003, 2009, 2010, 2012).

7.4 Cultivos Probioticos en la Naturaleza.

La anteriormente mencionada ubicuidad de los microorganismos que
componen el probidtico puede consultarse en publicaciones cientificas y
médicas que registran la presencia de estos microorganismos en diversidad de
ambientes, silvestres o antropicos. Adicionalmente, muchas especies hacen
parte de los tractos digestivos de animales, e inclusive componen productos
alimenticios de gran consumo a nivel mundial como los Lactobacillus presentes
en los lacteos y sus derivados (Ver Anexo 3 para la lista de microorganismos

presentes en cultivos probiéticos) como se describe en los siguientes parrafos.



Bacillus subtilis, es una bacteria saprofitica que puede ser encontrada en el
suelo, el aire, el agua y materia vegetal en descomposicion (Serafini, 2001), la
variedad que se usa en probidticos proviene de la elaboracion de Natto, un
alimento fermentado a base de soya. Bifidobacterium animalis, se encuentra
frecuentemente en el sistema digestivo de animales, incluido el ser humano,
comprendiendo un 3% de la flora intestinal de un individuo saludable (Karimi y
Pena, 2003; Solano-Aguilar y col., 2008), al igual que Bifidobacterium bifidum y
Bifidobacterium longum, que cumplen funciones importantes en el tracto
digestivo resaltando en la defensa contra microbiota perjudicial (Khailova y col.,
2010; Ishikawa y col., 2013).

Como su nombre lo indica, el grupo de los Lactobacillus (Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis subsp
lactis) se halla principalmente en lacteos y sus derivados, aunque también en
tractos digestivos de mamiferos (Weaver, 1932), y estudios han demostrado
que cumplen funciones en el procesamiento y absorcion de aminoacidos,
azucares, grasas Yy otros compuestos utiles (Anderson y Gilliland, 1999;
Merenstein y col., 2010; Mukisa y col., 2012).

Rhodopseudomonas palustris y, Rhodopseudomonas sphaeroides son dos
tipos de bacterias fotosintéticas encontradas en el fango, de las cuales se ha
mostrado potencial para uso como probidticos en acuacultura y resistencia a
pH muy &acidos, propios de sistemas digestivos en ciertos animales (Zhou y
col., 2007).

Saccharomyces cerevisiae se ha usado por miles de afios en la elaboracién de
cerveza, pan y vino, ademas de servir en el tratamiento de gastroenteritis y por
manifestar propiedades antimicrobiales utiles para el ser humano (Hatoum y
col., 2012), al igual que Streptococcus thermopilus, que ha sido reportado como
benéfico, mostrando efectos terapéuticos en el tratamiento de gastritis y se
puede hallar en fermentos lacteos, (Anderson y Gillland, 1999; Rodriguez y
col., 2010).



(o]

. Conclusiones.

Se evalud la eficacia del cultivo probidtico como agente larvicida para las
especies Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti y Anopheles albimanus; el
producto fue eficaz contra las larvas de dichas especies en diferente grado.

La especie de mosquito mas susceptible al producto fue Aedes aegypti,
cepa silvestre, mientras la especie de mosquito menos susceptible fue
Anopheles albimanus.

Se determind la C50 para las especies de mosquito evaluadas esta entre
3.51 mLy 3.83 mL del probidtico.

Se determiné la C90 para las especies de mosquito evaluadas esta entre
6.54 mL y 6.69 mL del probiético.

Se comparo el efecto larvicida en una poblacién de laboratorio versus una
poblacion silvestre colonizada, la cepa silvestre muestra mayor
susceptibilidad al compararse con la cepa de referencia.

Los resultados muestran que el producto altera los parametros
fisicoquimicos del medio al cual se aplique, principalmente el pH.

Los resultados de la prueba con la especie Paracheirodon axelrodi,
sugieren que el producto podria no ser seguro para peces en las

concentraciones evaluadas.



9. Perspectivas

Cultivos probiéticos muestra efectividad contra las especies de mosquito
expuestas, lo que lo convierte en un producto interesante para seguir
analizando y desarrollando.

Dado el resultado con la especie no blanco, seria interesante continuar
realizando pruebas en estos organismos con concentraciones que sigan
siendo efectivas contra las especies blanco como los mosquitos
analizados en este trabajo.

Debido a que no conocemos exactamente los mecanismos mediante los
cuales ejerce su efecto larvicida, Cultivos Probidticos supone un reto
bioldgico. Es recomendable realizar estudios mas a fondo que permitan
identificar la o las especies responsables de este efecto larvicida, o si se

trata de un efecto conjunto del conglomerado microbiano.
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ANEXO 2
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ANEXO 3

Lista de microorganismos probiéticos

presentes en el cultivo madre

Bacillus subtilis var natto
Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium longum
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus casei
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum
Lactococcus lactis
Lactococcus lactussubsp. diacetylactis
Rhodopseudomonas palustris
Rhodopseudomonas sphaeroides
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces termophilus



