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L. I NTRODWDCI T 0N

Las primeras referencias atl empico de  inzecticldas datan de
hace 3.000 afos, an las 2rcrituras de los griwmgos, TOWMBNOE Y
chinos. Ya ngue desde entonces los insectos Tepresentaron  un
verdadera probiema a las cosechsas Yy 2 los hombres mismos;
transmitiendo enfermedades que ilegarbn & convertirse en
epidemias, (42}

Tal fue el csso del paludismo, !a fiebrs smarilla,
filariasis, la pestie bubdnica, ta tiebre del tifc,
dengus, wtc.

la
ancefalitis,

La malaria, en una ocasidn sumd 200 millonas de
millones d2 defunciones al atfio.

23508 y 200

Una picadura de insecto {avorece
orgsnismos patdgenos en la piel. que producsn
Ademds algunas abejas, {(como la abesja africana)
doior 8 hinchazbdn. Personas alérgicas puedean
causa de una picadura.

¥ avis
1legar

La popularidad de las zonas recrentivas puede ser
por la presancia de mosguil
epidemia difundida por o
zona de recrec, la canceiscidn en mssa de las
las consecuentes pirdidcs ecendbmicas,

afectada
b4 otras pilagas molestas. Una
.10s insectos, puede ocasionar en una

reservacibnes, con

En Mdxico, comoe en muchos otros palses, el <control de los
insectes se ha venido haciendceo,. principalimente, por medio de

insecticidas quimicos, con gl consacusnte desequilibrio
ecoldgico. (27,331,342

Asi pues una buena opcelibn para ssta necesidad, lo
represaentan los insecticidas microbianos.

El control microbiotldgico de insectos se  puede definir como
1a wtilizacidn de wmicroorganismos eofactusda por el hombre con
objeto de controlar otras sspecias.

Los insecticidas bacterliuinoi eonecabezan la cuarta generacidn
de insecticidas. Abriendo nusvas perspeciivas de proaouccidn ¥

sobra Ludo, mMayor seguridad a l1=a humanidad por su inocuidad y
protececidn al medio ambiente. (48)

Dada ta importancia gue actualimente representan las opciones
detl uso de controles naturales, dentro de la biotecnologla se
abre una nuevs otapa en €l desarrolle tecnoldbgico mundial, ne se
purde sear spdtico ante estas situacidbnes; y menos aln, si puedsn
sfrecernos golucidnes aplicables a nuestro contexto macionsal.

Asi puas, el objetivo de 8ste proyecto 25 anali
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situacidn de 8. sphasricus vy =us perspectivas de aplicacidn en
México, tratando de dar una visidn !o mi3sc smplis pasible.
Anslicando las diferentes formas de produccidn, tipe de

Plagss que ataca ¥ £or fue; cuslss son ios probiemas técnices que
actualmente 58 presesntan: a auian va dirigido al producta y
finalmente que instituciones nacionales se estan encargando de
investigar a este microorganismo; ¥ queo posibles mejorss se estan
estudiands mundialmente para perfeccinnartio.




situacidn de £, sphagricus ¥y usus perspectivas de aplicacidn en
México, tratando de dar una visi®n lo mis smplia prsible.

Analizando 1sc diferentes formas de produccidn, tipo de
plagas Que atacs ¥y EOr que: guales son los problemas t&cnicos qus
sctualmente se PresenLan: a quian vo dirigido al producta ¥

finalmente que instituciones nacionales se gstan encargando de
investigsr a ests microorganismo; y gue posibles mejoras se estan
estudiando mundiaimente para perfeccionarlio.




2. GEMERAL I DADE S,
2.1 Importancia.

Los mosquites son vectores de enfermedades oeono malaria,
- filariasis, fiebre Rift Vallay, dangue, fiebre amaritlia v
encefalitis, estas han incremsntado la dificultad para su
control, debido partigularmante al desarrollo de resistencia a
insecticidas qulmicos. (18,232,25,27,34)

La reduccidn de eficiencisa a los insscticidas ez debido a:
los vectores de {mportancia para I1a salud

@) La resistencia en
a los agentes qulmicos como DDT, HCH

ptblica, a nivel mundial,
y dieldrin.
b) Evidencia de un incremento de resistencia a insecticidas
desarro!llados recientemente come carbrmatos y «ompuestos

organofosforados,

c) La falta de interés en la industria gulmica para finaneciar Ta
investigacidn y desarrollo de insecticidas, asi mismo
d) La incapacidad de algunos gobiernos para ajustar el costo

de los insecticidas, especialmeante en paises subdesarrollados.
Otro factor primordial en la baja eficacia de las
Insecticidas, es la falta de almacenaje adecuado para pesticidas
qulmicos en algunos palses, especialmente en areas rurales vy
remotas donde hay altas tompsraturas quo tienden a deteriorar las
formulaciones., Ei peligro de su mal uso, la sobrexposicidn y Ia
falta de experiencisa para el mezclado ¥ niveles de aplicacidn ss
factor siempre presente en muchas areas periféricas refquiriendo
controles continuos de veectoreos; enddmicos de enfermedades, (28

. Cuando la eficiencia de un 3agenta qulmics baja. Ia primera
tendencia es incrementar la dosis Jo cual incrementa los costos
de operacidn, pero frecuentements una seria consecuencia, o5 ta
contaminacibn en el medio ambiente ., particularmente en las
superficies del sgua con la subsecusnts aparicidn deli sfecto de
pesticidas residuales gn sspecieos congideradas como no-objietivo.

E! incrementc de precio asecicdo con el desenfrenado costo
de los energdticos y la inflacidn mundial, manejan el costo de
las formulaciones de insecticidas & niveles excesivos, gue muchos
palises y comunidades no pueden pagar. Lo mismo 56 aplica pars una
gran extencidn de costos, asi como, de egquips y labor, )



Ast, parece Iimperativo M idgico que sea utitizada una
alternativa bioldgica integrada a los sistemas de control,

Entre las alternativas m& s promisorias, contra los
mosquitos vectores de gnfermcdados se - encuentran dos larvicidas
bactiiares, B. sphaaricus 1593 .Yy B. thuringiensis serotipo

H-14.(22,28,29,30)

Cultivos de 8. sphaerficus 1593 ¥ B. thuringiensis H-14
obtenidos BN institucidnes privadas a industrialass, son
investigados seobre larvas de m: suitos, esvaluando especialmente
velocidad de crecimiente y toxici ‘ad.

Dentro de la wospecie de 8. sphaericus se destacan Por Ssu
actividad de (insecticidas las cepas : §s511-1 ’ 1593 Yy
2362. (54,55

2.2 ORIGEN DEL BACILO.

Las cepas que destacan actualmente fueron =aisladas por
infctativa de la WHO en el aflo de 1967, de insectos de
importancia médica.

La primera cepa patdgena para larvas de mosquitos de A.
sphasericus, la variesdad "K" (1965-1), fue aislada de larvas
infectadas de! cuarto estadlo de Cul/iseta Iincidens en California,
Estados Unidos.

La ceps SS511-1 se afsid de Culex fatigans en la India: y en
Indonesia se aisld la 1583 de Culexy ratigans.

La cepa de Bacillus sphaericus 1593 fue aislada de larvas
enfermas  de Culex quinquefacfatus recogidas en drenajes
contaminados en Rawasari, Jakarta, Indonesia en junio de 1874,
(21)

2.3 Distribuciédn Geografica Natural.

. Dentro del g&nero Baecillus sphaericus existen variedades
entomotéxicas v no entomoibxicas. Las cepas ho patbgenas 50N
microorganismos ublcuos encontrados por doquiar oen suelos " ¥
sistemas suslo-acudtico,

Las copas patédgenas han sido hasta ahora aisladas sdlo de
larvas de mosquitos enfermos. (28)



2.3.1 Accibn patdgena.

En general, existen cuvatro formss por las culiles tos
bicinsscticidas, sjercen su efaecto ietat, siando estas las
siguientes:

1. Infeccidn oral; an

ta ecual vl microorganismo zo
con vl 3atimento.

inglors

2. La invasidn a traves del integumento Initegro o traquea.

3. Invasidn parenteral. La mayorla de los microorganismos
pueden invadir cuanda ovcurre un trauma al integumento, en
ganeral como resultado de mordedura o lesidn por parte
dg a2lgln insecto parasito en oviposicidn.

4. Y3 sen adeontiro o por encima, es muy com®n pl pasa através
del huavao.

En el caso de Bacillus sphaericus
via oral: ds manera que cuands 1a
forma asporulada o vegstativa
actuarada @n la
tai)

12 infeccidn ocurre por
iarva ingiers l!la bactsria en
tezmbién ingiere la toxina, !a esual
membrana peritrbfica destruyendels poco a poco.

Los primerce signes de intoxicacidn, gmpiezan despubs do 30
minutos del contacto. E! primer signo consiste en ta perturbacidn
dgl flujo de alimsnto 2n el canal atimentario, seguido por una
hipertrofia o una hinchezdn de las céiulas de ia parte posterior
del intestino medio.

La toxina arraviesa la membrana celular, pudigndo asi
afoctar 8 1as c&lulas que gubren el intessting.

Algunas vacuolas invaden las

cétulas del intestino medio
como a1 principio de la intoxicaecidn.

Conforme la infrcocoidn avanza . ios lisozomas aparecsn en el
spice de la cdlula, ya que ocurre wuna oxplosidn, seguida de  un
derrame de material citoplasmidtico, dentro dal osspacio
actoperitroficeo

Asl tas celulas aparecen degsneradas por
del citoplasma. Sin embargo el
normsl.

la fragmentacidn
nliclao parece tener apariencia

Se sabe que aproximidamente en 10 minutos 1a larva Bet;ans
U proceso da alimentacidn, a tos 3I0 minutos presenta Cuna

10



hinchazon del intestino serguido de temblor,. gsLramecimiento,

Insctividad ¥y finaimentam la muerte =20 un lapso de 8 a 12 horas.
(33.46)

Este baciic T 1la toxina tanto en la pared
celular como en ¢l ~asac de la cepa S311-1 su toxina
Ia forma antes t aclin ¥y €s muy inestablie: en ceambio,
on 13 ceps 1592 toxina estl acociada a la espoarulscidn » es
astable.

Se considera gque i1a toxina do -~=mbas cepas es muy diflcil ds
remover de fa ckiuia vegetativa S0 PSPOTS. las cuales se
consideran cuantitativa y cusliitativamente difesrentes.

En el casc de Ia especie 2367 produce ta protelna cristaliina

en la paragspora (41); En organismos acuaticos como anfibios,
crustaceons ¥y peces, los resultades han sido negativos en cuanto a
toxicgidad. En el hambre noe se han rogistrado  casos de

intoxicacidn., (21,56)
2.4 Tarxonomla ¥ Carscterlsticas.

2.4.1 Goneralidades de iz familia Bacillaceaa.

Reino: Procaryotae
Divisidn 11. Bacteria

Ne producen micelio. Forman endoesporas, las cuales difieren
de 125 cdlulas vegetativas., Las endoesporas son mas refractivas y
poco. susceptibles a ia tincidn, presentan gran resistencia al
calor y otros agentes destructivos: contienen Acido dipicolinico
(6~18% en pos0O s58cC0).

La espora contigne una célula central, 1a cual se encuentra
enclaustrads por una corteza de peptideoglicanoes y cubriende la
espora una corteza extarior.

Son aerobios o anaerobios facultativos, forman cadenas y son
catalass positives en muchss especies.

Las células  miden de 1.2 =~ 7.0 micras. Nes  presentan
movilidad, &n oaso de presantaria, o hacen tilpicamenta por un
fiagelo lateral., No formsn mas de un esporangio por chiula.

La esporulacidn no es reprimida por exposicidn al aire.

Reaccidn at Gram: variable. Positiva sclamonte on las
primeras fases de crecimiento o negativo.

11



Quimiorganotrefos, metabolisre estrictamente regpiratorio,
estrictamente fermentative o anmbos, uvrando warios susiratos. El
aceptor final de welecirones er la 7 iracidn metabhdlica @s el
oxligenn molecular, reemploazable 2n algunas es ies por nitrato,

Las especies del g&nero Hscl/l/us se dividan arpitrariamsnts
en dos grupos.

El primero, al cual pertenece 2. sphaoricus, cemprende 22
especies, y el segundo que comprende 26 especies.(3,21)

2.4,2 Caracteristicas Bioqulmicas y Fisiolégicas de B. sphacricus

Baciilus sphaericus Weide, cepa 1593
WHO/CCBC nlmero de acceso 1593 (1874-2)

Dimensiones de la célula: bastonecilios rectos
ancho 0.6-1 micras
{arge 1.5-5% micras
Forma de la espora: esférica o muy carcana a .
Deforma poco el cuerpo bacilar
no forma cuerpo paraesporal
posicldn terminal,
Productos a partir de 13 glucosas 4cido negativo
gas negativo
acetolna negativo
Catalasa positivo

Dihidroxlacetona negative
Gram variable

Movilidad positiva

Temperatura de crecimiento maxima 30 - 45 °C
minima 5 - 13 °C

Formacidn de acido a partir de: arabinosa nmegativo
. Ailousa nogative
manitol negativo

' Hidrolisis del almidén : negativo

Crecimiento en : agar anaerobico ( - )
0.001% lisina (diferente)
7% de NaC) (diferente)
Caldo dextrosa Sabourand vy/o
agar tdiferentel




Produccidn de: rgaccibn slealing en caide Y-P
: ()

inde!l negativo

NQ1,” a NO

Descomposicidn de: casaina diferente
tirmsina negativa
desaminacidn de fenilalsanina
positivo

Crece en varios medios nut .tiveos, de diterentes formas;:
compactas, ampntonadas a o [E TR - r extondiendose sobre 1a
superficie. Raramente producen colonias rosas.

La secidbn protwolitica de la gelatina nutritiva (22°¢C) ¥
ileche tornasolada muestira degradacidn obvia poT siete dlas Y
nunca &n Lres semanas.

El crecimiento ruede ser reportado an caselina hidrolisada.
Al gunos gé&neros requieren la adiciaén de tismins vy bictina. E!I
crecimiente en medin complejo no es promovido por amonio O urea.

Aerobico en todos los medios. Las esporas se @ncuentran en
el susalo.

El contenido de gdanina ¥y citocina del DMA reportado pars
dos géneros es 37% moles y 43% moles, en 10s ganeros ATCC 14577
MNCIB 9370; NCTC 10238 (9,21,26,40,56)

2.4.3 Comentarios

El !imite entre estsas especies &5 difuso y arbitrario. Se
han sncentrado cinco grupos gendticamente distintos dentro de! B.
sphaericus ponr estudios de homologla del DNAa. El grupo 11 esta
subdividido en dos subgrupos; 1B v 1iA; el Ultimo contiens cepas
que 50N patdgenas para mesquitos (incluyendo la ceps 1593).

Todas las cepss on o) subgrupo 11lA tienen la capacidad para
formar ia enzima ureasa. Requieren para su crecimiento medios
alcalinos que contengan NH,. La forma de la espors es5 ligeramente
oval. No crece a pH de O ¢ en calde NaC! &% . EI significado
especial de los organismos del grupo de B. sphaericus es gue
tstos son los nmAds representatives del génerc bacillus del suslo.

Aungue la clasificacidn por bacteridfagos permite =1
reconocimiento de cuatro subgrupos entre las veinte cepas de H.
sphaericus que son patdgenas para loes mosquitoes, no es posible

.atin diferenciar cepas individuales.




La cepa 1533 de H, 3
paridsitos autdnemos v saprdfd TR orecer r
tiamina. 2sl1 como e seis noscideos
isnoteucing, metienina. ligsina y dci1do glutdmico
tantg ceome fuente de corbono como  de  nitri
microor ganismo (33 incapsz da utitizarc nitrd
€8,21,26)

s wilras cep:

-

La cepa 15983 e5 muy sensible
microgramos/ml’ da penicilina ¥y teuraciclina. HNo s sensiuvl
niveles bajos de cloranfenico! ni cina, atn
niveles altosi estos tural a !
antibisdtices son terias Gr
positivas.

g

a niveles bajos {30 B 11
e

@
a la estreptomi
patrones de resistencia na
consistentes como en

DWW

Isz bac

o
R

3

Estes caracterlzticas nuiricionales vy ia
niveles bajecs de estreptomicina han sido usados para la
recuperacibn selectiva de 8. sphaericus, en laz c¢apas 1533 y 1321
(S5311-1) de muestras de su@lo y agua tomadas de las sitios donde

los microorganismos han sido usados para itrol de
mosquitos, (39

resistencia &
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3. TONTROL DE ORGANISMOS BLANCD

2.1 Plagos de impoctancia,

Los artrbdpodoes son. gquizads, de los seres vives @i grupo mas
MUMEeros0 Que 3@ encuentra sobra ia faz de la tierra.
Aproximadamente 6 millones de especies y de 10 & 15 veces mads a&n
numero que laos humanos, va qQue han  existido muchlsime tiempo

sntes de la aparicidn del hombro. (»2)

Entre los artripodos, unn dao tos &Grdenas mas importantes
desde el punts de vista médics, &35 eif e los Diptercs (dos alas),
[akhg-3-3 miembros se caracterizan en forma general, por presentar

tamafios variables que van desde ©.% mm hastzs 5.0 cm de longitud,
toner alss membranocszss ¥y dos alterios o balancines.

Su cuerpo es delgado y finao, dividido en cabeza, torax y
abdomen. Tres pares de patas que miden de 5.0 a 10.0 mm. de
longtitud.

En ta cabeza se Insertan un par de antenas filiformes
constituidas por artejos articulasados entre sl ¥y 1n par de ojos
prominentes. Poseen apaTato bucal que de acuerdo comn la familia

de que se trate, est) adaptado para picar y chupar, para lamer o
succionar.

El aparato bucal de las hembras (adaptado psra picar s
chupar?), estd formado por el labio inferior, provisto de un canal
en donde se insertan un par de mandibulas y un par de maxilas
dentadas, gue actlan come estiletes finos con los que perforan ta
piol de lss victimas. En e) momerto de la piesdura, el labro qus
estad excavado en su cara ventral, se adosa a la  hipofaringe vy
juntos forman un tubo por donde pasard la sangre que aspiren.

. En ta hipefarimnge hay wun pequeno canal, que permite I3
salids de 18 secrecidn de las glandulas salivales en el momento
de 1a piczdura, &ste mecanismo tiene gran importancia, ya que es
aqui, donde ocurre 13 transmisidn de los sgentes infectsntses.

Los mosquitos tienen la siguiente clasificacidn:

Phylum : Arthopoda
Ctase : Insecta
Crden : Diptera
Familia: Culicidae

La familia Culfici{dae se divide en tres subfamilias, de las
cusles solo an Anophet inae (el gran g&nero Anopheles), ¥
Culicinae (Theohaldia-Mansania, Aedes y Culex}), las cuales tienen
especies transmisoras de enfermedades al hombre Y animales
domésticos. ¢ Ver figura 3 ). .
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Esta tamilia sufre metamorfdsis compieta v complicada.
pasanda por ios estadios de huevo, larva, pupa ¥y adulto. Las
larvas son activas, las pupas son inactivas y no se alimentan,

Generalmente las hembras ne pueden producir huevos f&rtiles
sin ingserir sangre, ya gque la serctonina y adrenalina de &sta,
activan 13 hormona gonadotropica necesaria para 1a ovulacion.

Las hembras depeositan los huevos en el agua, aunque las
hembras del género Aedes, también pueden hacerlo sgbre la tierra
htmeda en donde los humvos resiste:. la degecacidn, hasta gue son
cubiertos por el agua.

Unes doce dlas desples. les huevos eclosionan liberando
larvas que viven an ol agua. Se alimentan de bacterias, algas y
detritus orginice, y sufren cuatro mudas antas de ser pupas
(estadios juveniles acuadticos), que aungue no s alimentan son
muy Bactivas. A los tres dlas aproximadamente, tas pupas dan
origen & los adultos, (12,50,59,60,61)

3.2 ENFERMEDADES QUE CAUSAN.

Los mosquitos actban como transmisores clclicos o mecinicos
de bacterias, hetmintos, protozoarios y virus gque atacan al
hombre, animales inferiores, y animates domésticos de alto
valor comercial.

Es importante aclarar, que algunas de las enfermedades que
an &ste caplitulo se mencionan., no reprasentan un problema en
nuestro pals, o mno s8& han presentado adn. HNo obstante se
incluyeron por que en palses vecinos constituyen vya un problema
deciarado, ¥y por el riesgo de contagio que &sto implica, por io
gual se considers pertinente mencionarlias. (10)

3.2.1 PALUDISMO.

Sinonomia: malarla, fiebre intermitente, tfiebre de loes
pantancs, fisbre palustre.

i El paludismo es una parasitosis, caracterizada por episodios
febriles tlpicos de acuerdo a la espacie de Plasmodium
infectante. Precedidos por sscalofrlo intensc, que termina con
dinforesis.

Cursa con hepatpesplenomegalia y anemia que varila de leves a
graves, . Aunque generalmente 8} paludismo es un proceso agude,
.puede. tenar evolucldn crédnica.
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Existen cuatro aspecies de Plasmodium que parasitan
exclusivamente al hombre: P. vivax, P. malariae, P. rfaleiparum y
P, ovale.

El hombre actla como reservorio y huesped intermediarioc por
desarrollarse en &1, la fase asoxual o esguizogdnica del cielo
bioclbgico de estos protozoos.

En cambio el mosquito constituye el huesped definitivo, ya
que on &) se llevar& cabo la reproduccidn sexual de! plasmodio.
En la figura 3.2 se muestra el ciclo de reproduccibn del

plasmodio.

Flg 3.2 CICLO BIOLOGICO DE LOS PLASMODIOS
% ol hospeders intermsdiario

n
cicLo Esaurzosomico rax ‘ERTSEMco  ciito EsouzosoNIcO

INGCTHLACION DE
TRROROZOITON FOR
PICADURA
ERQUAZONTE S ~
CRITOAITICON

ES0ULIZONTES EXOERITOCITICOS

GLANDLRLAS °
SALIVALES SAMETOCTOS
En o horpadaro defialtive
(Arapheiss }

El paludismc en Mbéxico fud introducido aparentemente, an
1519 por los conquistadores espafivles. Los plasmodios del .-viejo
Mundo . encontraroh excelentes vectores en tos anofelinos
mexicanos, Iiniciandose gravisimos brotes oepidémicos, quo ademis
de® causar gran  mortaliad, coadyuvardn importantemente a la
conquista.

El promadio de defunciones gue ocasiona por afio desde 1822
hasta 1852, 'se han estimado. en 25,000 ocupando 1los primeros
cuatro Jugares de ocausa de mortalidad en México. Descendid
posteriorments aungue aln se encuentra dentro de las 10 primeras,
esto 5o . debid a la creacién de la Comisidn Nacionz! de la

‘erradicacion del paludismo. an 1955,
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Ne obstante una serie de factores han hecho que ia

erradicacidn no hails logrado el ubjetivo; puss incluso, no se
ha podido pasar del 5'" lugar tcon 85,501 casns) en orden de
importancisa da padecimientos notificadoas de enfermedades

transmisibles hasts 1986, ( Ver figura 3.3 ).

Las  principales causas al detarioro dal programa sonj
fallas presupuestales, rutinizaciln de las sctividades, defectos
en los estudios epidemioldpgicos para apoyar cambios de estrategia
a 1a resistencis de los vec Jres ’ a3 tos insecticidas
convencionales, y a los factores: sociales. Comoe migracidnes,
subdesarrollo econdmico y @ducacidn =anitaria insuficiente. (59

Los transmisores del paludismo son hembras de Ancopheles.
En Mdxico los vectores mas importantes sons

A. gquadrimaculatus

A. pseudopunctipennis
A. aqQuasalis

A, albimanus

Distribucidn geografica: En Mixico. los ostados prioritarios
son; Chispas, Oaxsca, Sinaloa, Michoacan, Tabaseco, Colima,
Veracruz, Morelos, Campeche, Guerrero, Quintana Roo, Nayarit,

Puebla ¥y Yucstan. (1,12,50.54,53,61)

Figura 3.3
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.2.0 DENGUE
Sinonomia: fiebre rompehuesos.

Los agentes causales del dengue san Filavovirus,
reconbciendose cuando manos cuatro serctipos 1, 2, 3 ¥ 4, los
cuales son transmitidos por los mosquitos Agdes.

El reservorio natural de la infeccidén es sl hombre, aungque
en Malasia se ha descrito un cicln selvatico mono-mosquito.

El mosquito, despuds de haberse alimentado con ia sangre ds
un sujeto virédmico, se vuelve infectante en un plazo de € a 11
dias ¥y continta slendoio por el resto de su vida.

Esta infeccidn no se transmite directamente de una persona a
otra.

El pericdo de incubacidén varla entre 3 a 15 dlas,{por lo
rggular es de 5 a 6). El periddo virémico de trensmi=zibil idad
comienza el dla anterior al inicio, extendiendose hasta el guinte
dla de la enfermedad.

El dengue clasico se caracteriza por un sindrome febril de
inicio brusco, con duracidn aproximada de cinco a s@is dlas,
acompafiado de cefalea y deler retrorbitsl intenso , sltrargias vy
mialgias.

En algunos pacientes se ha descrito un eritema generalizado
precoz, aunque el exantema escalantiniforme, aparece al tercero o
cuarte dla del periodo febril, localizandose ®n el tronco, cara vy
extremidades. Ocasionalmente, se@ han descrito lesiones casi al
término de la enfermedad, situadas en las sxtremidades
inferiores, axilas y paladar.

La convalescencia se acompafia de tatiga, deprasidn
Prolongada y sensacidn de malestar. La letalidad observads ha
sido muy baja. (17,18,54)

3.2.2.1 Dengue hemorragico.

Este es grave y mortifero, se ha caracterizado por una
respuesta inmunopatolbdgica en cadena. Causado por 8l serotipo 1.

Dsspuéé de unos cuantos dlas de fiebre alta, acompafiada da
anorexia., vémito, cefalea y dolores abdominales, el estado
general del paciente sufre un deterioro rapido.

En los sujatos mas graves, pueden sparecer signos de
insuficiencia circulatoria aguda. hipotensidn, piel fria y pulso
débil, Se ha detectado menor incidencia en 1os adultos.

20




El dengue epiddmice fud desgrito en Amirices desde hace 200
anos: el zerotipo 2 se istd en ia isla de Trinidad en 1552 v o1
tipo 3 en Puerto Rics desde 1883. Cn febrerc de 1877, el cdengue
virus 1| sparecid por vez primers en Jemdica csusando uns ecidemia

2xplosiva, que se propagd rapidarente por el caribe v la costa de
Amérigs del sur. 1359

En Mixico ncupa e! liavo lugar en cordaen de importancis de
enfermedades “ransmisibles.

En 1877, e! denguevirus 1 ata.. masivemente la iskia de Cubs,
habiendose notificado 553,122 casow. sin defunciones. Despuds de
un periodo con pocos casos Teportados, 1a is1lo 25 azotada
nuevamente. Del 9 de junio al 19 de octubre de 1381 se registran
344,203 casos con 158 muertes, de tas cuales 101 fueron en nifios
menores de 1% afios.

El vector del dengue es Aedes aegypti. Este masguito se cria
deontro de recipientes en 33 casas o cerca de elias, es muy
antropofilico v se alimenta a la luz del dla.

La fuente de infeccidn para el mosquito es s! hombre en el
periodo virdmico que puede dursar da 5 a 6 dlas. At slimentarss
con la sangre dal enfermo an su periodo febril, el mosquito
ingiere el virus , que se multiplica en su interior e infecta sus
glandulas salivares. Al cabo de unos 10 dlas el mosquito puede
transmitir Ja infeccidn a otras personas no inmunes.

Distribucidn geografica: Campeche, Chiapas, Morelos, Nuevo
Ledn, Caxaca. Puebla, Uuintana Roo. San Luis Potosl, Tabasco,
Temaulipas, Verscruz, Yucatdn vy Valle de Maxico, aungque en é&éste
ultimo, se han registradc muy pocos casos. En la figura 3.4 se
muestran l1os estados afectados.

Figura 3.4




3.2,3 ENCEFALITIS EQUINMA DEL ESTE.

Sinonomia: Encefalomielitis eguina del escte. encefallitis del
este.

Eticlogla: Virus de genoma ARN perteneciente al génera
alphavirus fantes grupo A de les arbovirus) de - 12 famillia
Togaviridae.

Distribucitn geografica: Se hs aistado mui virus de Canada
{este)l. Es tados Unidos (costa atlantica v del Golfo), Mixicn,
Guatemals, Fanama, Colombia, Yenezuela, Trinidad vy Tobege.
Jamaica, Cuba. Replblica Dominicana, Haitl, Guayana, Brasil,

Argentina y Fert.

Ocurrencia en el hombre: La enceralitis equina del este,
resulia menos frecuente que la encefalitis equins del oeste o la
de San Luis, pero es mds grave y altamente mortal

La incidencia en Amérieca Central es mas bien rara (o los
casos no 0N reconoccidos). Esta diferencia se atribuyre a los
distintos habitos de los vectores que transmiten el virus fuera
de los foces naturales. Mientras que 4dsdes sollicitans en Amirics
deol Norte ®s antropofilico vy active z la tuz dal dia, Culex
taenijopus es predominantemente selvatico, de actividad
crepuscular y no s@ introduce =n las casas.

Los brotes epidlmicos se producen a fines del verano; en
genaral tstas se inician una 6 dos semanas antes de la aparicidn
de casos humsnos.

Los grupos de edad mads afectados son los menores de 15 y 10s
mayores de 50 afies,

Ocurrencia en los animales: Se manifiesta clinicamente en
2quidos y en faisanes. En Panam3 el brote mds reciente ocurrio en
1973, y @&ste coincidid con una alta densidad de mosquitos Aedes
taeniopur,

Los dltimos brotes conocidos en Amdrica Latinaz ocurrieron en
Venezuela on 18976 y en la Repliblica Dominicana sn 1978. En Bste
ultimo brote, se estimd gue habla unos 3 €00 squinos infectados vy
que a! indice de infeccidbn-mortalidad fud del! orden del 34 por
1,000.

La enfermedad en ol hombre: Se Gcaracteriaza por su gran
letalidad talrededor de 6B5% de los casos clinicos) y la alta

frecusencia de secuelas permanentes en los paclentes qQque
sobraviven. . .

El' periodo de incubacidn dura de 7 a 10 dlas. La enfermedsd
s® instala en forma subita con fiebre, cefalalgia, conjuntivitis,

22



vomitos., letargia. Yy progress rapidamentes hacia delirio y coma.
Los signos neurolbdgicos
nuecs., convulsiones,
2rtremidades » refleios En nifios s frecuente un curso
bifadsico, que se inicia con fiebra, vbmitos y dolor de cabezs par
uno o dos dlas; luegeo sigue una aparenie recupsracidn vy por
Oitimo 82 manifiesta una encefaliti fulminants. 1)

consisten scbre todo
aspasticidad de los
atterados.

en rigidez da la
musculos de las
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Fuente de infeccidn y modo de transmisidn: E|l ciclo basicn
de 12 infeccibdn se desarrollia enire las avas silveastres v
mosquitos. El virus ha sido sislade de 1a sangre de un gran

numero de especies da aves silvestres. tanto reszidentes como
migratorias.

El principal vector en Estados Unidoes es (ulisets melanuras,
un mosquito ornitoflliico. Se ha eobss8rvado que este Vector se
alimenta 3lgunas vaces de caballos y muy raramente sobre hombres.

En la cesta atlantica se identifica come vector al Aedes
sellicitans, un mesquito abundante en las regicnes cenagosas de
aguas salobres, Que se alimanta tanto de sangre de aves como de
gquinos ¥y del hombre, (1,19,56)

3.2.4 ENCEFALITIS EQUINA DEL OESTE,

Sinonomia: Encefalomielitis Equina del oeste, encefalitis
del oaste.

Etioclogla: Virus del genoma ARMN, pertenaciente al Zénero
Alphavirus.

Distribucidn geografica: 53 ha aislado 8l virus en Csnada,
los Estados Unidos, Méxice, Guayana, Brasil, Argentina y Uruguavy.

Ocurrencia en el tombre: Como en otras enfermedades por
arbovirus, hay muchos mas casos de infeccidn inaparente que
clinicos. Se ha estimado que 8n personas mayores de 15 afios de
gdad ocurre un caso de encefalitis - por cada 1,150 infeccibnes

subclinicas y en nifios menores de cinco afins ia proporcidon serla
de 1 3 58,

Ocurrencia en ios animales: En el veste de E. U.., todas los

afos ocurren epizootias o casos esporddicos de la enfermedad en
equings,

La enfermedad en el hombre se presenta en los mases  de
verano y la tasa mas alta de ataque se observa 2n adultos jdvenes
y nmifios menores de un afic. El perlodo de ipcubacidn dura de S a
10 o mds dias, En los adultos la enfermedad se instala

 bruscamente coen fiebre, cefatea, rigidex en la nuca y letargia:
13 confusidn mental es comln.

En 1o0s nifes la fiebre, el deolor de cabezs y el malestar
preceden por unos dias a lors slntomas nerviosos; las convulsionss
son. fracuantes, como tambidn los vémitos, ls rigidez de la nuea vy
81 dolor ds cabezs. Las pardiisis flacidas Y aspasticas ¥

reflejos anormales 39 obssrvan con mas frecuencia @2n niflos que en
adulitos,
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El estado febrii dura de 7 a 10Q dlas.
en general, se restablecen totaimente. Las secuelas permanentes
sgn raras en los adultos perog frecuentes en los nifos, gue pueden
sufrive urn  cambio de personalidad, rotardo mental, pardiisis

espAsticas 'y convulsibnes recurrentes. La letslidad varia entre 3
y 4. %,

Leos paciaentes adultos

Fuente de infeccidn y modo de transmisidn: Los reservorios
naturaies del virus son las aves ¥ Pdjaros silvestres, Al
infactarse, Iss awves desarroilan una viremia con un tituls lo
suficientemgnte alto como pars ini ctar a los mosquitos wvectores,

El vector principal en e} veste a5 Culex tarsalis, que
tambien es5 o1} transmisaor. Es probable que el Aedes dorsalfs
i{intervengsa en la transmisidn

en algunss zonas donde eos
predominante. Culex tarsaljs, &ste sp gncuentra muy difunpdido en

las 8reas agricolias irrigadas, campos de pastorec anegados en las
margenes dea los lagos. €(1,19,556)

" Figure3.6. Encafoiitls aguing del ceste. Cicle da tronsmision del virys

Hrom ojoros
ey pol Gulen tarsativ avesy poforcs

S~ -

viramio baja) < viramjo ba)a )
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3.2.5 ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA.

Sinonemia: Encefalomielitis equina venezolana, encefalitis
venezolana, "peste loca".

Etiologia: Virus de genoma ARN, perteneciente al género
alphavirus.

Distibucidn geografica: El virus de la encefalitis squina
venezolana (EEV) es originario de las Amdricas vy no se ha
comprobado su ausencia fuera de este continente.

En la América tropical ¥y subtropical se conocen varios focos
naturales, donde las variantes antigdnicas enzooticas del virus
ecircutan entre vertebrados menores ¥y mosquitos. Los tocos
enzooticos reconocidos estan ubicados en Brasil, Surinam.
Colombia, Panama, Yy en Mgxico estad localizado en Veracruz.
Tambien en Florida ¥y centro América,.

Ozurrencia en el hombre y en los animales: Desde 1938, han
ocurrido muchos brotes vy opizoodemias de Sur a norte. La mayor
onda epizooddmica fus la de 1969, que s5e difundid de Ecuador a
Guatemala y se extendid a Centro Amdrica y a Mbéxico, hasta fue en
junio de 1971 llegd a Texas. En apenas dos aflos se cubrid una
distancia de 4,000 km y ocasiond decenas de miles de casos de
enfermedad humans, con una considerable morbilidad y mortandad
da equinos. ’

La enfermedad en el hombre: El periodo de incubacidn dura de
dos a cinco dlas. La sintomatologla pusde variar desde una fiebre

.ind{ferenciada, similar a 1la de la influenza hasta casos graves

de encefalitis.

En la mayoria de los casos, =se caracteriza por un estado
febril que se instala s#bitamente , acompaflado de malestar,
sscalofrlos, mialgia, cefalalgia vy eon frecuencia, de nauseas,

vomitos ¥ diarrea.

Los enfermos con un curso corto de fiebre se recuperan rapida y
completamsente, mientras gue 1los que tuvieron una enfermedad
prolongada experimentan una marcada astenia y su convalacencia
dura varias semanas.

Los signos de encefalitis son wi&s frecuentes en nifios gque en
adul tos.

Fuente de infeccidn y modo de transmisidn: Los focos

naturales de infeccidn se =ncuentran en las selvas himedas deg la
América tropical y en regiones casi siempre pantanosas.
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El ciclo de infazeidn se desarrcila entre roedores v
marsupiales que son los prineipales reservorios, y mosquitos de
varias especies de Culex mel/anoconfon, sobre todo C. aikenis, C.
opisthopus v C. portesd, que sirven de vectores parsa transmitir
la infeccidn de animales virémicos a otros susceptibles,.El hombre
se infecta al penetrar a los focos naturales.

Se puede afirmar que los virus epizopticos dependen de laos
squinos como hudspedes primarios y que la circulacidn del virus
58 efoctus por medio de mosquitos equindfilos, que transfisren la
infeccidn de un équido virdmico a otro susceptible, como tambidn
al hombre y a otros vertebrados. (1,19,58)

3.2.6 FIEBRE AMARILLA.

Sinonomia: Vdmito negro
Etivlogia: Virus de genoma ARN, g&neroc Flavovirus.

Distribucidn geografica: La fiebro amarilla nunca 58
establecid fuera de Africa y América. En el pasado la fisbre
amarilla wurbkana de transmisidn interhumana por medio de Aades
aegyvpti habls azotado a 1a prblacidn americana.

Actualmente en las Amdricas estd limitada a un ciclo
exclusivamente selvitics, mientras que en Africa ocurre tambien
@n areas urbanas.

Los lUnicos palses de Amdrica Latina donds no se& han
observado cesos de fiebre amarilla selvatica desde que se
comprobd esta modalidad, son; Chiie, El Salvador y Uruguay.

Ocurrencia en 8! hombre ¥ en los animales: En Amdrica se
notificardn 710 casos en el quinguenic de 1975 a 1980.

La mayor parte de los casos se presentan on la estacidn de
lluvias, La fiebres amarilla wurbana ha desaparecido da Amdrica,
pero 8l peligro de epidémias de este tipo persistird mientras no
se logre la erradicacidén de .su vector, Aedes aegypti, cuyo
habitat en dicho continente es doméstico y poridoméstico.

La froscuencia de lz enfermedad en los simios es dificil de
establocer.. )

La actividad e! virus en las selvas se traduce con
frecuencia en una alta mortalidad del mone aullador (Alfouvatta)d.

‘'La. enfermedad en el hombre: La infeccidn varia desde una

forma clinicamente inaparente hasta una -enfermedad grave con
desenlace fatal.
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El perlodo de incubacidn de la enfermedad dura ds 32 a 6
dias despuds de |a picsdura de un mosquite infectado.

Los casous leves presentan un cuadro cllnico indefinido, los
cascs graves, gn cambio, prosentan un cupdro clinico distintivo.

La enfermedad se inicia de modo repentinc, con fiebre alta,
cefalea, dorsalgia, escalofricz, postracibn, nafiseas y vamitos.
La fiebre susle ser difasica; 3 la primera faso, que dura de 3 a
4 dlas, sigue un pequefo perlodo =n ) que merma la fiebre, vy
luggo se mlova otra vez en la se;,unda fase. Esta se caracteriza
por insuficiencia hepitica, renal, v por tandencia a
hemorragias.

A medida que avanza la enfermedad, disminuye la frecuencia del
pulso en relacidn con Ja temperatura y el paciente 58 vuelve
hipotenso. Se presentan hemorragias bucales  y gastrointastinales
con vbmito negro. Se manifiestan distintos grados de ictericia.

En los casos fulminantes, el paciente muare entre el tercero
y sbéptimo dla.

Fuente de infeccidn y modo de transmisidén: Decurre en dos
modalidades epidemioldgicas, la urbana y la selvatica. Es muy
probable que la urbana se haya originado de la selvatica. El
tnico huesped conocido de la modalidad urbana ss @l hombre vy ta
transmisiébn se efectla por el A. regypti.

El mosquito adquiere la infeccidn (fig. 3.8) al picar al
hussped durante 8l perlodo virgmico Y pusde transmitir ia
infeccidn a otro hombre despuds de 10 a 12 dlas - de incubacidn
extrinseca. (1.19,56,58)

Figuro 3 8 Fiebre ainarilio setvdtice en.ios Américas, Clclo de fronsmisidn.
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3.2.7 FIEBRE POR EL GRUFO C DE BUNYAVIRUS

Etiologla: El grupo esta compussto por virus de genoma ARN
del serogrupo C del género Bunyavirus, familia Bunyaviridae. En
©} cuadro 3.1 se presenta la clasificacidn de los virus dsl grupo
€ ¥ su distribucian.

Cuadro 3.1 Clasificacidn del grupoc C de Bunyavirus.

Compiejos Virus Subtipo Distribucidn
Caraparu Caraparu 0SSA Panamd a Brasil
Apau Brasi}
Hadrid Panama
Marituba Marituba MUR
RES Trinidad 3 Brasil
Nepuyo GL Sur de Fiorida (EUA)
MNéxico y Centro
Am&rica.
Oriboca Orivoca Guayana Francesa 3
Brasil.
ltaqui Brasil.

Distribucibn geografica: Los virus de dicho
han aislade en el continente Americanc vy estos agentes son
nativos de la  Amé&rica  tropical. La mayor parte de los
aislamientos se han heche en . Panamd, Brasil., Tambien se han
notificado casos humanos por diferentes wvirus del grupo C en

Perd, Guayana Francesa, Surinam, Trinidad, Panama, Mesoamérica,
México y Flgrida.

grupo solo se

La ocurrencia. en nuestro palis 7no ha sido bien registrada,
pero se sabe de su incidencia., No obstante en Brasil es donde se
han notificado el mayor nbmerc de cesos.

La‘enfgrmedad en el hombre: E| perlodo de incubacidn . se

estima on  menos de dos samanas. La  infeccidn produce una fiebre
indiferenciada de dos 8 seis dlas de duracidn.
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La sintomatologla consiste en pirexia. coralea, dorsalgia ¥
mialgias. Algunos pacientes pressntan escalofrios, malaestar,
fotofobia, vértigo y nausweas. La rezuperacidn es complets, psro
1a convalsecencis puede proiongars® por varias semanas.

La enfermedad en lo: animales: EI virus se ha aislado de
diferentes especies de roedores, marsupiales, perezosos ¥y
mureidlagos., Aunque hay viremia comprobada, i3 enfermedad suele

gcurrir en forma asintomitica.

Fuente de infeccitn y modo dr transmisidn: Los resorvorios
son roedores y marsupiales de ta selva. Los vectores son
mosquitos Culex, sobrae todo C. (meianoconion) vomerifer y C.
portensi.

La viremia es de tltulo alto en los roedores y los mosquitos
se infectan facllmente at picarlos. El virus se multiplica an los
mosquitos, que transmiten la infeecidn a otros rovdores
susceoptibles.

El bhombre es huésped accidental que s8 infecta por la

picadura de mosquitos infectados, al penetrar en la selva por
razones de trabajo. (1)

FiQura 3.9. Fisbre por el grups C de Bunyavirus, Cicle de tranamicison

rowdores sitvesires rosdoraes siivasires
y mursupioles ¥ marsuploles
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La mayorla de las enfermedades mencienadas tienen como
Principal madida de montrol ia erradicacidn del vector, ya gua
por tratarse, en gran parte de enfermodades viricas, no existen,
en la mayoria de los casos vacunas que inmunicen a los pacientes.

Desde luego la erradicacién debe ser constante. puss en
cualquier momento se corre el peligro de un nueve brote.

3.3 Seguridad

3.3.1 Invertebrados y vertebrados de sangre frila,

Purante los ansayos de campo de 5. sphaericus 1593 en
California no se detectaron efectos a concentracidnes de 1 x 10°
células /mi sobre los siguientes crustadceos: Cyclops vernalis,
Moina sp, Cypris sp, Cerlodaphnia sp. Insectos , Emphemeroptera:
Callibaestis sp. Y Dlpteras: Chironomus stigmaterus.(13)

Tampoco s8 notaron efectos colaterales en crlas de rez
Gambusia &ffinis durante 96 hrs en un ensayo 8statico usando la
formulacidn dei polvo soluble de Stauffer de &H. sphaericus 1583
con 1 x 10' y S5 x 10' esporas/m!.

No se observaron efectos cuando se ensayaron dosis letales
para mosquitos sobre organismos acuaticos como; Gambusia,
langestinos, corlxidos, nayades de damiselas, renacuajos y larvas
de escarabajos depredadores.

En otra serie de ensayas no causd ofectos a langostinos
(Orconectes rusticus), races larvivoros como al Aphyosemion
gardners Y Epypiatis bifasciatus, Nepidae themipteral,
Libellulidae (Odonata) & Hydrophilidae (Coleoptera).

No se encontrardn efectos sobra la mosca de fa fruta, la
mosca nsgra mordedora Simulium vittatum, !la polilla de harina
Plodia Interpunctella y el escarabajo de los cigarros Lasioderma

serricorne. {(22,30)

3.3.2 Vertebrados {sotermos.

Hay varios informes en los cuales variedades de B.
sphaericus han sido fmplicadas. como patdgenas para animales y
para el hombre. Se ha reportado un caso de meningitis y reaccidn
generatizades Schwartzman., No se [dentificd la via de entrada al
pacieonte.
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El aislado no resultd patdgenc para conerjos jbvenes despubs
de infeccidn intravenoss o intraperitonial.

Se. hizo una revisidén sobre el pape] de Ias bacterias "no
Fatbgenas” del género Hacillus o©n cuanto a producir infeccidnes
serias al hombre. Dos cgasoes fuerdbn atribuidos a2 B. sphaericus.

Estudios hechos sobre patogenicidad animal, usando ratones
inoculados por via intravenosa, intraperitoneal o intracerebral.
Ninguno de los animales moslrd ninguna evidencia de
onfermedad, (13, 22,30) °

Hay un tinico informe que atribuys
envenanamiento con alimentos, por
sphaericus.

seis casos da
salchichas que contenlan B.

Se hicieron ensayos con bacilos de estas muestras,
inyectAndose a ratones y ratas en forma subcutidnea, intracerebral
a intraperitongal. Se inyectardn muchos crganismos viables en
brganos y tejidos no expuestos ordinarismente al ambiente, lo
cual ampliarla la oportunidad para que se produjeran lesiones. Mo

resuliardn ni muertes ni enfermedades cllnicas de ninguna de las
inyeccibnes.

Dosis elevadas de B. sphaericus pueden
leves en e} cerebro de ratas infectadas
lesiones msds severas en los
intragcularmenta.

producir lesiones
intracerebralmente, vy
ojos de cone jos inyectados

Un componente importante de las lesiones fue resultado de la
inyeccidn de altas concentracidnes de protelnas exirafas,

Lae inyecciones subcutineas e
usuaimente inbcuas vy ni organismos
autoclaveados fuerdn irritantes oculares.

intraperitoneales fueron
vivientes que fueron

El B. sphaericus 1883 fud recuperadoe del cerebro y ojos de
10 a 14 dias despuds de 1a  inyeccidn, pero mno B8 gncontrd
evidencia de duplicacidn, lo que sugiere que los reaislamientos
fuerdn resultado de la suparvivencis prolongada de 135 @sporas.

Resultados muy similares fueron obtenides c¢on alislados de
los alimentos contaminados gue fuerdn inyectados a mamiferos.
Eran probablemente patdgenas oportunistas atl tiempo de -sU
aislamiento Y se considera muy improbable qua presenten
cualquier peligro para el hombre. {(21,22) Ver Tabla 3.4

Se hicierdn estudios de toxicidad aguda Y crénieca en.. otra

serie de ensayos sobre ratas, ratones y coneiilios de indias con
la cepa 1583.
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Se did a los animales comida contaminada con el bacilo, y 5o
inyectd subcutines, intraperitoneal o intracerabralmente. Sa
llevardn también a3 cabo estudins de inhalacidbn vy absorcibdn
cutanea. No se observd patogenicidad.

La conducta y crecimiento del aninal objeto de ensayoe fuerdn

normales. No se detectardn anomallas en examenes post-
mor tam. (21,22)
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4. PRODUCCION.

Para podsr hablar de2 un desarrolic industrial, as) como de
los domds factores involucrados para Ssegurar un campoe rentabla,

segurc ¥y flexible de un agente en particular. Es nesesario tener
en cuenta tres aspectos importantes:

1> El desarrollo en tédrminos de la tecnclogla de fermentacibdbn,

23 Formulacidn y distribucisn,

3) Estandarizacidn y definicidn del campo da aplicacion.

E! B. sphagricus 1593 puede producirse
sumergida el cual, hasts este momento,
desarrollada.

por fermentacidn
tisne wuna tecnoliogla bien

4.1. Fermentaclidén en laboratorio,

intcialmente se hiclerdn los estudios con la cepa S511-1, rya

que mostrd tgner mejor accidn larvicida en vl medio sintadtico SSM

Tque en . un medio no sintdtico, (BHD o, gque en el medie con
material crudo (principsimente harina de pescado), (lamado RAU.

Paco despuds, 58 probd con ia cepa 1593, mostrando uns
ligera desviascion de la cepa SS1i-1. Leos resul tzdos se@ muesiran
en la tabla 4.1 ¥y 4,2

Cultivos de B. sphaericus 1593 obtenidos de origsn privado e
industrial, son investigados para obtener. muestras bptimas dse
grecimiento vy toxicidad encaminada a las larvas de mosquitos.

La actividad 4ds ia LC,. estd pypresadas  Como =
condentracidn iogaritmica en t3rmincs de las diluciones del
cultivo total final (GFTy,

nesesaria para matar al S0% de los
organismos probados. Un nbumero grands negativo significa gque se
tiene un poder larvicida slevado.

E} crecimiento y potancia de
el  medio 33N,
“sales minerales.

ia cepa 1593 se Ibgra bien 8n
que contiene vitaminas, amincicidos, glicernl vy

E1 ~ RAV, un medio industrial barato gue contisne harina:de
pescado, sceite de soya, vitaminas y €lorurc de cajcio, tambien
es conveniente, (13,29,30,40,56) -
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TABLA 4.1 Comparacion del creecimiento v actividad larvicida de
dos cepas da A. sphasricus en varios medios

CTv ¢« x 10"y LC,, [logtdesis)]) a
Cepa BHI  8sH RH  HIT BH1 SSH RN H!
1593 5.0 4.1 4.2 6.7 -6.8 -7.0 -6.6 -6.9
Ssi1-1 4.2 3.2 4.0 6.6 -4.4 -7.1 -5.0 -6.0

a = Dilucidn del cultive final que mata al 50% de las larvas
provadas (C.pipiens quinquefasciatuslen 7 dlas.

CTV = cuenta total viable.

BH! = infusion cerebro-corazén.

SEM = Medio sintético Singer et.al.

RM = Medio con material crudo 1% de harina de pescado:

O.1% carbonato de calcio: SSM vitaminas/SSM concentracion.
H1 = 50% infusion de forraje.

TABLA 4.2 Comparacidn de ta actividad insecticida de 8.
sphaericus an cultivos de larwvas de Culex pipiens
quinquefasciatus (C.p.gq.) ¥y Anopheles albimanus (An.a.?}

Cepa Medio G.p.q. An.a.

LC,, [Log{Dosis)] b

S81l-4 SsSH -6.5 -5.68
1404-9 SSM -6.1 -5.8
1593-4 SSM -7.6 -5.8
1691 SSM -6.8 -6.2
1881 SSM -6.2 -5.6

SSM medio sintdtico de Singer et.al.

b= Dilucidn de! cultive final que matard el S0% de las larvas en
7 dlas.

De estos  estudiocs hechos on laboratoric se observd gue  las
cepas muestran uma cuenta total viable mas alta on al medio BHI,
no obstante el poder larvicida mas slto se obtuvo con el medio
ssH. De estos experimentos se dedujo tambidn que 1a cepa mas
‘entomotbxica es la 1593-4 por presentar la LG, . (28,30, 40,47,586)
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Los resultados antericres en medics completos respecteo a su
potencia no pueden ser comparades adecuadementis, debide a que no
se reporta como lo especifica ia OMS on microgramos/ml. Lo que se
pueds destacar es la susnta total wviable (CTV)Y entre los medios
completos anteriores ¥y ios medions de producecion que ze veran a
continuacisn.

Investigadores de [ -9 Universidad de Nigeria, forwmulardén
cinco madiss de cultivo primarios con sangre seca de vaca, Sales
minerales y semillas (cuatro especics de |sguminosas).

Los polveos primarios obtenidos, fuerbdn probados contra
Culex quinquefasciatus, Ancopheles gambiae, y Aedss aegypti.

Fueron evaluados por crecimiento, esporutacién y propiedsades
insecticidas utilizando como microorganismo B. sphaericus 1593,

En la tabla 4.3 se muestran las formulacisnes de los cinco
medios.

TABLA 4.3

Cantidad (g/L) en cada medion

medio medio medio medic medio

Ingredientes A B [o4

Sangre de vaca 15.0 10.0 10.0 10.0 10.Q
Cacahuate a) 40.0

Frijolillo (b) 4.0

Frijo! bambara (e 3.0 5.0 5.0 9.0
Frijol de soya (d?> 9.0 3.0

MnCl, .4H, O 0.02 0.0z 0.02 0.02  0.02
MgCl, .6H, 0O 0.03 0.03 0.03 0.03 ©0.03
€aCl, .2H, 0 0.10 o©.10 0,10 0,10  0.10
a= Arachis hipogea

b= Vignia unguiculata (variedad negra)

Voandzeia subterranean
Clycine soja.

* Todos los medios fueron preparados en mas de 1000 ml con agua
desionizada.

El1 - conteo de CTV de B.1 x 10® UFC y esporas/mi del cultlvo
total final dal medio - A'y B fusron .comparables a las obtenidas
por Ramoska y Pacey (1879) con la cepa 1583 en un mediao de
cultivo gue contenla extracto de levadura vy glucosa; con 7.1 vy
9.7 % 10" UFC/ml. .
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El grado de esporulacion de 70-80 % de ios cultivos A y B
fueron también comparables @ los obtenides por Myers et &/, =2n un
medio nutritivo. .

Eil poder larvicida de los cinco medios fud mas efectivo
contra Gulex guinguefasciatus que con Anopheles gambiae, dande
Aedes asgipty mostrd ser i1a larvs menos sensible a estos polves
primarios, estsas observaciones concuerdan con lo reportado por

Singer 1977, 19795, Ramoska & Pacay (1979, Ramoska et
al.(18977), Mulligan et a/. (1876), - Ramoska - Hopkins (1981).
Las LC,, de polvos de 3. sphaericus 1983 contra larvas de
Culex y Anopheles expresadas en microgramos/ml como io
recomienda la OMS., no pueden ser adecuadamente comparadas con los
trabajos previos donde 1a LC,, fug axpresada an t&rminos
logaritmicos negativos en los valores de dilucidn de! cultivo

final total, antes mencionados (Singer 1977, 1980).

Por le tanto., LC,, (microgramos deg peso seco/mi) de 4.3 x
10' obtenidas de 1a cepa 1583 en un medio nutritiveo con extracto

de levadura (medio completo), contra larvas de Culex
quinquefasciatus por Yousten et al. (1980 fud unicamente diez
veces. mas potente que la cepa 1583 wbtenida del medio A,

industrial, (LC,, = 4.344 x 10" microgramos/ml).

Las variedades de frijo! antes mencionadas s0Nn muy poco
conocidas en nuestre pals, por lo que se recomienda sustituirlos
por cacahuate, con el que se obtuvieron buenos resul tados, ¥y que
g1 es un material accesible. (40,43,51)

Haciendo una comparacidén entre la cuenta total de
microorganismos visbles por mililitro (CTV) an los dos tipos de
medlos complejos citados anteri{ormente se tiene lo siguiente:

Medio CTV/m! x 10° Hedio CTV/mi x 10°
BHI | 50 A 8.1
SS5M 41 B 8.6
RM a2 C 7.9
HIi &7 2} 7.4
! E 8.6
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Asi pues, 1a alternative propuesta para ia elaboracibn de
medios de cultivo » nivel industrial con materiales accesibles es
buena, mostrando as! quie existen on bstos medios, los
requarimentos que el bseilo regquiere para su buen crecimiento, ¥
formacidn de Ia toxina con wna potencia aceptable.

4.1.1 Produccidn en campo.

También estd bien desarrollads la produceidn en  pogquefa
escala del! microorganismo con materisles protelnicos de desecho.

Praviamente los resultados muestran que ambos bacilos
larvicidas crecen bilen en una variedad de materiales protelnicos
coma los polvos comerciales de productos de soYa . harina de
pescado, leche, sangre y suero deshidratados de una variedad de
animales, tambien on matseriales de naturaleza femal tomados de
tanques primarios de aguas residuales.

Es importante resaltar que, las especies de bacillus no
dependen de los carbohidratos para su crecimiento, de este modo

permite a3l medioc de cultive ser nombrado por el origen de
protelna barata.

lbos caldos obtenidos de residuos de carne hervida o huesos,
han probado ser un buen soporte de crecimiento para fa formacidn

y desarrollo de esas toxinas sin adicidn de otros suplementos
qulmicos.

Los resultados obtenidos con extractos hervidaos de protelna
de origen Dbarato y aguas residuales crudas que permiten el

crecimiento de ios bacilos larvicidas con retoncidn de ta
toxicidad hacia 1as larvas de mosquito, sugieren que los
extractos acuosos de estid&rcol de animales, 8si como una variedad

de detritus y mnateriales de desperdicio agrlcolas, pueden
proveer de un medio do cultivo adecuado.

Desde el punto de vista de a]gunos @axpertos de 1a OMS, el
producir el larvicida nacteriano en el habitat mismo de los
mosquitos, © cerca del sitio donde se pretende utilizar, es mds
productivo, 58 Propons un proyecto tipo industria “"rastican"
trabajando para producir el tarvicida que se wva a  utilizar
localimente bajo una supervicidn técnica aprobada, usando
cuaiquier tipo de material protelinico disponible., bivensayado o
no probado totalmente y para ser aplicado en el campo.

El indculs uwutilizsdo pusde ser un cultivo pure tiofilizado,

suministrado por el Ministerio de Salud del pals dependiento de
ia OHS.
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Aungue el producto obtenido  puede carecar de ias
sofisticacidnes industrisles de las farmulacidnes producidas por
una industria de fermentacidn, el ahorro esta an el empague,
transporte y almascenalje del larvicida bacteriano .

4.2 CONDICIONES DEL PROCESO.

4.2.1 En bLab .ratorio.

La Dbacterisa es estrictamente aerdbica, y necesita de una
gran cantidad de aire. Los medios y condicibtnes de fermentacidn
parecen tener un papel clave an la potencia, ya que existen
var{aciones significativas en las propiodades entomotdxicas del
B, sphaericus cul tivados en diferentes medios de cultivo ¥
cosechado a diferentes edades.

Ne obstante, an estudios que se hicierdn en un fermentador
pequefio, tomande al aire come fuente de oxlgeno, 5o ovbservd que
parando el fluio del aire daspués de 8 horas, 5@ inhibia 1a
terminacidn de la esporulacidn en un 50 % del cultivo total: pero
no influia as! en la produccidén de la toxina. (63

Se ha observsdo gue hsciendo crecer la bacteria a 42 "C, se

reduce drasticamente ia formacidn de la toxina, aungue no
resul tan afectados ni 8l crecimiento ni la esporogénesis del
microorganismo; por 1o tanto se sugiere suspender el flujo de
ajire a ias 8 horas de iniciado el procesao, Y trabajar k-3

temperaturas inferiores a 42 *C. (38,40)
4.2.2 En campo.

Las condiciones de fermentacidn para ia industria “"rustica”™,
debs ser que ©] material protelinico para el crecimiento  del
bacilo, para que &ste pueda sor utilizable despuds de someterlo
3l mdtodo de tindalizacidn, o bien esterilizando en algun tipo de
olla de prasion. -

La - aereacidn del cultivo 85 estrictamente mnecesaria, Y
representa ol problema mas grande en las areas apartadas.

El recipiente donde se efectuara el cultivo, deberi tener
grandes dimensionses, y sobre todo adecuada para 1a aireacidn,
PuUBst0 gque e trata de un procese aerdbico, y por lo tanto se
requiere de algun tipo de sistema de bombeo, que puede ser un

simple motor de gasolina .
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Los requerimientos técnicos para una industria de produccidn
de larvieida basecteriano "rustica", pugdon sar minimos: Las
operacidnas no rrauiren ningfing instalacidn
especiali., E! inbculo, para iniciar [a fermentacidn puede sor
sustituida por polvos secos, lo cual permite prescindir de
personal calificado ipn s{tu para supervisar la operacién, basta
s0lo con visitas regulares.

La apticacidn en el campo del larvicida, no siempre requiere
de un equipo sofisticado de rociado, cuando el producto puede ser
dispersado simplemente con cubetas,

Asi pues, 5B puade raalizar una industria “"rtstica”
scondmica Y simpie, uvtilizando los medios disponibles como
desperdicios vegetales 0O animales, para producir cul tives
primarios, y hacer factible e} contrel de mosguitos vectores de

enfermedades con t¥cnicas muy simples. (28,29)

4,3 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA FERMENTADA.
4.3.1 En jaboratorio.

Para conseguir polvos estables del larvicida, se inicia con
la aplicacidn de 1a tbdcnies do Dulmage, ¢on un métode do co-
precipitacion con acetona-lactosa. En la figura 4,1 se ilustra
éste método. .

De esta manera es peosible obtener pequefias cantidades de
preparaciones secas en polvo, ne unicamente de la cepa 1533, sino
de todas las cepas ensayadas. (46)

4.3.2 En campo.

En el caso de la industria rdstica no es necesaria una
extraccidn, ya qus s@ pueda aplicar !la muestra directamente,
haciendo las dilucidnes correspondientes, sin. tener la necesidad
de utilizar squipo sofisticade. (29)
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Fig. 4.1 PROCES0 DE RECUPERACION DEL COMPLEJO "ESPORA-CRISTAL"
DE Bacillus sphsericus

Caldo Fearmentado pH 8.4 - B.7
ajustar el pH a 7 con HCH

desechar Centrifugar
sobrenadante

Residuc

Suspender con 0.1 - 0,05 volumenes de una
solucidn at 4 -~ 6§ % de lactosa (Basandose
lo. anterior en el caido de fermentacidn
eoriginal) v

Agitar 30 minutos

-

Adiclionar tentamante 4 vollumenes de
acetona

-

Agitar 30 minutos

-

Dejar reposar 10 minutos

-

BDesechar Filtrar con succibn
filtrado v

Residuo

v

Agitar con un pequefio volumen de acetons

Y

Dosachar g Filtrar con succiadn
filtrado- Y

Residuo

Agitar con un pequefic volumen de acetona

Desachar g Filtrar con suceidn
fittrado - Y .
Residuo
v

Secar toda la poche en un cuarto de
temperatura constante
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4.4 PRUEBAS DE ESTABILIDAD.

Las esporas de B. sphzericus sobreviven bilen en la
naturaleza y parece posible que el reciclamiento ocurra en el
suelo (lo qgue es de @sperarse en un microorganismo del

suelo). (21

El 8. sphaericus 1583 fud recuperado de muesiras do suelo de
un habitat de mosquitos (zanis al lado de un camino) tratado
coerca d& nuevs meses antes.

Las muestras profundas tenlan mayor actividad larwicida que
muestras de suelo supwurficial.

Todas los cultivos recupgrados del suelo y que s© demostrd
que eran de B. sphaericus retuvierdn su actividsd lsrvicida.

En lllinois EE,UU., tambidn se hiciercon ensayos =n arboles
con cavidades contenlendo detritos, agua Y larvas de Aedes
triseriatus, los cuales fueron tratados con suspensiones que
contienen 10 mg de polvo del bacilo por litro.

Las muestras tomadas de los agujeros tratados conservaban el
poder insecticida O meses despuds de un inviermo severo, durante
el cual, el agua se congeld en los agujeros.

Estas observaciones estdn en fuerte conflicto con aquelias
hechas por otros autores gue encontraron que el B, sphaericus
1593 no era efectivo contra Aedes triseratus. {(55)

S8 bhan hecho varios estudios de 1a estabilidad de las
formulaciones de 1os polvos de B. sphaericus.

4.4.1 Influencia del calentamiento.

Una suspensidn de osporas, preparada a partir de un cultivo
sobre gel nutritiveo en frascos de Roux, de 5 dlas, fud calentada
-a BO 7C durante 12 minutos, Yy su toxicidad medida a las 24 y 48
horas en at curso de tres experimentos sobre unas larvas del
tercer estadio de An. estephensi. ‘

El resultado de estos tres experimentos es due, “el
calentamiento reduce |a tassz de mortalidad del medio en un BO% .

El analisis de los resultados sugiere gue el calentamisnto
no altera cualitetivemente las propisdades de la toxina, sineo que
destruye cierta cantidad de ella.
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E! polvo primaric Stauffer detl B. sphaericus 1593 pude
resistircr una temperatura de 70 *C Jurante 48 hr, sunque perdid
algo de su actividad en relacidn con el mismo polvo mantenido a
temperaturs ambisnt=. (21,32

4,.4,2 Accidn de los ravos ultravicleta.

Se sometic una suspensidn bz ariana,
nutritivo en frascos, de 5% horas
los rayos ultravioleta.

proveniente de un gel
de crecimiento 3 la accidn do

Despuds de irradiar 30 wmin., uns suspensidn de cblulass
vegetativas y esporuladas de 8. sphaericus 1583, a 24
ergs/mm’ /seg. mostrd una actividad larvicida reducida.

A pesar del resultado obtenido a las 24 hrs.
ovidencia un doble fenbmeno; s observa al principico una
disminucidn sensible de la eficiencia , hasta que la suspensién
@s irradisda; la tasa de mortalidad del medio baja a 65%

&sto pone en

La vaja de actividad observada daspuds de
concuerda con 135 observaciones hochas sobre
rayos solares.

la irradiacion
la exposicidn a los

A pesar de mno poder excluir una accidn indirecta de

ios
rayos ultravioleta por calentamiento de

ia suspension bacteriana.

Enn otros estudios hechos sobre polves, no sa observd
actividad larvicids después de una axposicidn a 1a luz solar
directa fuera de? laboratorio ( en el rango de 700 -~ 71l lux vy
22000 lux?} por S horas sabre saluciones da 1° mg de polvo
primarie del bagile, (formulacibdn Stauffer’? por litve,

En tonto que controles mantenidos en el laboratorio (en
rango de 0.7 - 1.0 tux y 7.3 lux) dierdn 100 % de wmortalidad
un ensayo sobre larvas de C. guinguefasciatus.

el
an

En hibitats con poca intensidad luminosa,

probablemente, se
obtendrlian efectos residuales por més

largo tiempo. {(13,21,32,40)
4,4.3 Infiuencia del! almacenaie.

Para determinar la influectia de las condiciones de
conservacibn, se utiiizd un cultivo de 55 horas.
Esta suspension ful probada sobre mosquitos antes y despuds
da su aimacenamientos. Una parte an refrigeracidn a +4 °C durante
2 y 3 semanas; otra parte en congelacidn a =20 *C durante 5
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semanas.

Se obsaervd que no hay uns baja Sensible de acti~idad,
cualgquiera que sean las econdicliones de consarvacibn antes
mencionadas.

Un decremento en la actividad fud observada sn wun polvo
experimental mantenideo por tres meses en la obscuridad a
temperatura ambienta.

El B. sphaericus 1583 mantuve su actividad sobre larvas de
€., quinquefasciatus a temperaturas constantes de 10, 2% y 35 °C,
pere 1a perdid en agua 2 la que no se le habla agregado solucidn
amortiguadora 3 pH 10.0 , aunques a3 pH 9.2 se obtuvo 100 % gde
mortalidad.

La mortalidad mas alta de la bacteria se ocbliuvo en agua de
la llave, y &sta se redujo a pH 4.3,

En otra serie de ensayos, cuando se mantuvierdn suzpensiones
de! polvo primario de Stauffer en agua, hasta por B dias, & 25 °C
bajo condiciones de luz diurna normal @ en la obscuridad, la
efectividad de la toxina no fud afectada por la luz del dla.

Poro decrecid ligeramente con el tiempo. (13,14,21,32,38,40)

4,5 POTENCIA.

En un principlo los cientificos no estaban de acuerdo de
donde ss encontraba ia toxina larvicida, pues los resultados
obtenidos por algunos investigadores indicaban su presencia en la
pared celular de las células vegetativas y otros datos indicaban
4 presencia en |a3s esporas.

En 1o gque si coincidierdn los estudios fud que, la toxina no
58 Bncuentra solubie en o] sSobrenadante esto es, no la produce en
forma exbgena y por tanto se encuentra totalmente asociada al
microorganismo. (6,8,21)

Ahora se sabe que las cepas toxig&nicas de B. sphaericus
contienen un cuerpoc poliddrico, comunmante ceonocido como un
cristal, con- arregleos linvales finpes =n la capa superficial. de
dste , que se repiten a intervalos de S nm.

El complejo protelina cristal 58 forma durante la
asperulacidn y 8std localizado cerca de la .espora, dentro del

exoesporium, (36,41

Se ha establecido una correlacidn entre ta produccidn dsl
cristal, esporulacidn y actividad larvicida.
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Una implicacidn mayor de el cristal an 1a intoxicacidn
jarval, es la evidencia através del! microscnpio electronico, que
existe una rapida solubilizacibn, cuando vl complejo eristal -
espura o5 ing®rido por lss larvas del mosquita,

El alcance de tas investigacidnes basadas dentro de ia
naturaleza de ia toxina fud muy limitada. Ei1 principal problema
fud el fracaso del aislamiento de] cristal en suficionte
cantidad, que permitiera la purificacidn de los componentes

toxicos. (B8,21.36, 41

Una vez aislados estos conponentas, y parcialimente
purificados por cromatrografia sn columna, indicd que la protelina
toxica tiene una masa molecular alrededor de 35, 55 o 100

kiledaltons (kDa).

La evidencia sugiere que las masas moleculares bajas, son
derlivadas de las protelnas de 100 kDa,.

La disociacidn del complejo cristal-espora, 8sto o5
separando los cristales de las esporas por caentrifugacidn, mostrd
que; 1a actividad larvicida mas alta fud en las fraccidnes

enriquecidas con &8l cristal.

Esto muestra que 8. sphaericus as uno de los varios Baciflus
sp entomotdxicos en los que su poder tdxico reside en el cristal.
(8.21,36) .

Otro punto, es el tratamiento que se le dad al gultive final
total {(CFT) con di ferentes disolventes organicos, (cleroformo,
tolueno, acetona y formaldehido).

Asil se encontré que, una parte de cloroformo por 10 partes
de CFT disminuyen 1a cuenta totat viable de 1 x 10" a 1 x 10°*
abajo del conteo de asporas.

El tolueno tiene efectos similares. La acetona tiene muy
pocos efactos en cualquiera de los conteos totales viables de
potencia.

. El formaldehido destruye todas las células viables vy
esporas, asi como la potencia.
Por tanto el nimero de cdlulas viables puede ser irrelevante
para la expresidn de la potencia de d. sphaericus; después de que
_las cé&luas mueren siguen conservando su . podor entomotdxico.

Se ha. encontrado que la potencia del insecticida aumenta
cuando . al medio de cultivo se le adicidnan aminocacides, Acido
cis-aconitico ¥y acido alfa-cetoglutadrico. (16,62)

La mejor expresidn de actividad, puede ser una medicidén
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quimica de la toxina; para que sean ostandarizadas las unidadses
de expresidn, en ios polvos secos céstables, o las condicibnes de
un liquido estandar. Ya gue no existe una larva espaclfica que
funcione como estandar para la medicldn de 1a potencis como en el
caso de B. thurinpgiensis, \55)

4,86 FORMULACIONES Y ESPECIFICACIONES

La formulacidn de . un pesticida, es definida como la
composicidn resultante del pesticida seleccionadoc mezclado con
cualquisr otra cosa, incluyendo agua.

Por lo tanto ninguna combinacidn de un biocida activo con ua
material secundarioc es técnicamente una formulacidn.

Es posible realizar formulacidnes con sustitutos qulimicos Y
organismos entomopatdgencs para facilitar la mexcla ¥y aplicacidn
da! insecticida.

La definicidn del tdrmino formulacion, puoede ser dividido on
ias formulacidnes badsicas comerciales y las formulaciones de
tanques mezcla.

Una formulacidn basica comercial os5tad constituida por la
forma y contenido de insecticida, suministro, ¥ distribucidn
hasta &1 usuario finai.

Una formulacidn tanque mezcla, s una formulacidn comercial,
mas el vehlculo: por ejempls, agua, acsite, aste. (18)

Las formulacitnes basicas - de patbgencs b4 quimicos
comprendsn;
1.~ Llquidos (suspensiocnes acuosas, © suspensiones
enulsificables).
2.- Polvos higroscépicos.
3. - Lodos.
.4.- Cebos.

5. - Granulados.

En ‘la tabla 4.4 se mencionan 105 vehiculos inertes mss
frecusntemente utiilizados en formulacidnes. (13,16
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TABLA 4.4

VEHICULOS INERTES USADOS EN FORMULACIONES BASICAS,

DILUYENTES

ARCILLAS Y LODOS

Lodo Marble 1095
Neosf! A

Arena de Silica
Ceolita

Celitas

Pyrax

Agsorb

Arena Barden
Arena Kaolin
Arena continental
Satintone
Microcel!

Talco

Lactosa

Atagel

Atarena

Diluex

AGENTES SUSFENSORES

Beontonita - 38
CARB-0~S1L

SOLOID

VEHICULOS

L1QuUiDos

Agua

Emulsiones preformadas
aceite/agua

Emulsiones preformadas
agua/aceite

Aceite mineral

Aceite de malz

Serbitel crudo

Aspersores de aceites aromiticos
Aspersores de aceites alifaticos
Emulsiones de aceite .de

semilla de algoddn

EMULSIFICANTES BOTANICOS
Atplus 300 Pulpa de
AL-1246 citricos
Triton X-45 Cascaras
Triton X-363M de nuez
AL-1280 Mazoreca de
AL-1403 malz .
Atiox 3404/849 Salvado de
trigo-
Triton GR7M
Triton X-35 Cascara de
Plurafac A-24 arroz
Triton NEO Malz que -
AL- 1364 brado.
Atlox 848
Atlox B49
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4.8.1 Prasentaciones.

Pagquefias cantidades de comarcial. &n

estado seco, han sideo manufacturadas poar Stauffer Chemical
Company y por los Laboratorios Abbott.

formulacidn ds tipo

Estas formulacidnes de poive saluble han
varios axporimentos de iaboratoric ¥y de
actuaimente ensayadas, peTO
etapa womercial.

sido usadas en
campo, &stas son
5w praduccidn no hs alcanzado

ta

No hay especificaciones ni formulacibnes estdndar por al

momentao, La investigacison de formulaciones y de medios
cenvenientes, para alcanzar (05 mds altos

rendimigntos de toxina

tienen que desompefiar un papel mayor para magnificar @l potencial

dal 8. sphaericus. (207

La inestablliidad y {a inactividad relativa de slgunas da las
formulacidnes ensayadas, parecen ser uno de
importantas que contribuyen a
resul tados de ios experimentos.

los facioras mads
1a variablilidad de &slgunos de los

En los desarrollos de investigacidn comerciales se intenta
mantengr a! patdgenc viable y eon virulencia durante los procsesos
de produccibn y desarrollo del producto, pars que conserve sus
propisdsdes. (473

Para esto &s nesesario conocer la bioclogla del patdgeno y del
organisme objetiva. Asi coma los factorss dsl mgdio ambiente,
comp BOMN; 1a humedsd, temperatura y et sustrato (vehicgulo
inerte), :
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5. SITUACIGN HMERTADOLDGICA  NACIONAL

El objetiveo de este capi+-ilo =3 gsbhbozar la situzcidbn
mercadaldgica de un proeduasts totalnents  nNUEwo: Tratands  de
reatlizar wuns® seablsznzs to gue seria tanzar a 8. sphasericus
como une alisrnstd 2 szeorjcidas comunmente usados.

Para elle se toma como base !n  demanda del DDT y dal
Divinsecticida actvaimente wssde, Zt Thuricide o Dipet,
nuestro pals ha encontrado una buen. aceptacibn. (45)

Urico
que en

Aungue £. thuringiensis s agricultura
tUnicasmente, su introduccion o oste rtubro, pueds 59T similar al
que tendrla 2. sphaericus en sl sactor salud,

utif{izado en a2

Dp aqui zue ss tome lo anterior como base pars ésta gstudio.
En México. 8 wpartir de 1984

sa autorizd te utilizacidn de
bacterias destinadas pera el

control de plagas. (223
Tenliendo en cuenta que
remonta 3 1a decads de tos
utilizacidn de los insectos
pare eviter su proliferacidn,

@1 origen de estos produciocs sa

afios sesenta, cuandoc surgse 1a
depredadores da piogas como método
Pero ne €5 sing hasta afas

despubs
cuande s8 recurre 2} wse de microorgenismos petlégenos de
insectos, lanzandose en 1981 3 los mercados de Estados Unidos ¥y
Francia

las primeras formulacidnes a base dg bacterias. (44)

5.1 Clase de consunmidoraes.

Las consumidores son gquienmes usan {(¢consuman! los productos y
servicios, pars gezar de

las satisfaccidnes incorporadas

a allos.

l.os clientes pueden clasificarse en das grupoes; los
consumidores finales o dombsticas, ¥ i1os usuvarios institucionaloes
¥ de negocios.

Los diferentes tipos

de clientes que compran un producto o
sarvicio constituyen

los mercados de ose producta o servicio.

Asl, un mercadoc es5 simplemsnte un grupo de clientes con
determinadas caracterlsticas, pudisndo agruparse en L4rminos de

como wsan @l producto o servicio, localizacidbn, tipe de negocios,
ate. (23)

E! case que agui nos ocupa,
microorganisme sa nota @
consunidores s& entcuentran
donde

por el campo de accidn del
primera instancia, que los  principales

sn las zZonas costeras del pals, an
los probiemas de salud son graves, por el hibitat propicio
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que encuentran los mosquitos para su desarrollo.

Y por o rtanto, ias zZonas mds afectadas por el dengue vy
paludismo, enfarmedades que se encusnuran entre jos primeros 5
lugares de los principales padecimientos de enferpedades
transmisibles notificados. (54)

5.2 Consumidores Potenciales.

un consumidor potencial, generalmente lo representan, losg
bienes de negocio, gque a3 su vez: estin formados por institucionses
¥y dependencias gubernamentales. 1os cuales tionen capacidades de
compra de volumenes grandes, Yya que Son usados por las empresas

como material © componentes de otros bienes en la prastaclon de
servicios. (23)

Como en ia Secretaria de Salud, através e 1z Campafisa para

1 erradicacidan del Paludismo, reporta por medio de registros
mensuales, como estados problema © prioritarios a: Campeche,
Colima, Chiapas, Guerrero, Michoacan, Horetlas, Nusvo Ledn,

Puebia, QOaxsca, Quintans Roo, San Luis Potosl, Sinaloa, Tabasco,
Tamaulipsas, Varacruz y Yucatan. (54)

Donde realizan hasta dos aplicacidnes por ano;
dste departamento de Ja Secretarla de Salud, a nivel
represents ol consumidor potencial numsro uno. (50)

as! pues,
institucidn,

5.3 Factores que atraen al! consumidor.

Con respecto a la toma de declsiones, sa puede decir que
@sta compuesta por un individue o grupe de individuos, quienes
comparten una meta o metas comunes, esperanda alcanzar b4

compartir 10s riesgos originades por la deecizidn.

Asl los productos de consumo pueden difgrenciarse tambidn en
t&rminos del proceder de los compradores al adquirirlio, Dejando a
los bivinsecticidas como un bien de especialidad. (22)

Los factores gque modificarian en un momento dado

ta degcisidn
de compra al bioinsecticida serlan:

iy La resistencia que presentan muchas especies de mosquitos a
los insecticidas convencionales.
ii) Comsecuencias financieras.

1i1) La relacidn de los vectores resistentes y la agricultura,
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ivl ¥ finalmente las ventajas gue tiene B. sphaericus;

inocuidad, reciclamiento, stc. (Tema tratado con detalle en
el punto 6.3 ).

Justificando lo mencicnado, se tratardn con

mds detalle los
puntos antes enunciados.

i) Resistencia de los vecteres a insecticidas convencionales.

La blsqueda de nuevos coni'ales para los vectores de
enfermedadss, surge de una necesidad mundial irente a 13
probiemdtica que representa la resistencia de los vectores a los
ploguicidas usados convencionalmente.

Inclusive !a Organizacidnh Mundial de la Salud ha
Comitd de Expertos en Biologla de ios Vectores ¥ lucha
antivectorial. El cual ha editado diez informes de resistencla de
vectores y reservorios de enfermedades a los plaguicidas.

formado un

En @l Lltimo informe se han registrado ahora 19 especies de
Aodes como recistentes, de las que 17 muagstran resistencia al DDT
¥y las 12 restantes a uno o mis compuestos organofosforados.

Aedes aegypty ha mostrado resistencia a carbamatos
piretroides en ciertas zonas, asli
organofosforados.

b
como al DDT v a compuestos

Los insecticidas organofosforados a los qua por lo comlin se
ofrece resistencia incluyen los utilizados como larviclidas o en
rociamiantos perifocales comoc malatidn, fenitrotidn, temafds y
fentidn. Ver cuadro 1. (22)
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La Campafia de erradicacidn del Paludismo en Mdxico vutiliza

como adulticidas al DDT, Malatidn y en menor frecuencia
Bendiocarp ¥ Fenitrotidn. Come prevencidn, es decir en etapas de
larva (larvicidas), Baytex ¥ Abate. (50,861}

Velnte especies de Cul/ex muestran resistencias de un tipe u
aotro. 19 50N resistentes al nopT Y 14 a compuestos
organofosforados, La resistencia al DDT es5 generalizada en C.
quinguefasciatus, y tambien puede desarrollarse resistencia o los
piretroides.

Como consideracidnes generales se ha venido observando una
propagacibtn de la resistencia, afectande a ltos PrOgEramas de
lucha. En pcasiones, sin embargo, es difici) separar los posibles
efectos de la resistencia, de las influencias de oOtros factores
que intluyen en ia lucha antivectorial, en particular las
defictencias operacionales, los cambios ambientales y otros.

La resistencia s ha extendido ahora a todas las clases de

compuestos que se utilizan cominmente; organoclorados (inctuidos
tanto el DDT como los grupos de dieldrin/HCH), organofosforados,
carbamatos vy piretroides. Hay pruebas, ademas, de que pudiera
desarrollarse resistencia a ltas hormonas juveniles, al
ditlubenzurdn, e incluse a B. thuringensis H-14, aunque estas
firuebas provienen de estudins de laboratoria. Algunos de esas
‘hallazgos pueden ser efectos de ta resistencia cruzada a

insecticidas convencionalises.

La aparicidn de resistencia nmllitiple es particularmente
inquietante entre vectores del paludismo y ahora se tienen
registradas cinco especies importantess; Aneopheles albimanus, A.
culicifacies, A. pseudopunctipennis, A. sacharovi y A. stephensi
que han mostrado resistencia en determinadas zonas geograficas.

Tales casof de resistencia multiple se asocian a menudo con

i3 utitizacidn intensiva en la agricultura da un gran numeroc de
diferentes compuestos, que con frecuencia se aplican desde el
alre, para combatir las plagas de cultivos comerciales como el

ajgoddn y el arroz. Ver cuadro 2,
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R3 NeIho aegesaric un C3eDio en las

£s0en1Es,

Insecticida. Fals,
Anopheles aconisus, DT, Indonesia.
f. albimanus, 0.9.7T. £1 Salvador, Guatesala, Haiti,
Honduras, Wérico, Nitaragua, =
Paniana.
ralation, El Salvador, Yonduras, Héxico,
Nicaragua,
Fropozur, £l salvagor, Guatemzia, Hondu-
ras, México, Nicaragua.
A, Annulars, - 2.0.7. Birgania, India, MNepal.
A arablensis. B.D.T. Rep. Unida de Tanzania, Sudan.
A, culacitacies. 0.0.7. Afuanistan, india, Nepal, Osdn
Paguistdn, Rep. lslamica del -
Irdn, Sri Lanka.
Malatitn. India,
A cambize, - 0.0.7. Fep. Unida de Tanzania.
A, mazuiloenmis. 0.0, 7, U.R.S.6.
A, oharcznsis, D.D.T, Egipto.
4. psadoogunctipennts, D.0.T. Yéxica.
A. pulcherrsads. 00T, Afganistin, U.R,3.5,
A. sactarovi, D.D.T. Rep. &rabe Siria, Rep lslimica
del Irdn, U.R.S.5.
A sergentii. 00T, Egipto.
A, sirensis. D.0.T, thina,
Halation, fhina.
Fenitrotion. China,
k. stphensi, D.0.T. Atganistan, 1rdk, Paquistdn, -
- Rep. -1slanica del.Irdn.
talatita, Rep. 1514sica del Iran/
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cctividas he ejercido
y/o hs hecro necesarin - un  carbio en Las

coeeaciones te lucha contra lss vectores, {221

Especies,

Insecticida, Fats,

centinuacicn

Esnecies moiestas, nedez. por
z3erpic @ A esropalpus, AL -
canvznts, A, zantatar, A, -
cazvie3, A, detritus, A, der-
zalia, 2. sslanimch, A, nigro
TatUiis, A, SIBFrENSS, f. -
sollicitans, &, tanicrhynchus
A, vexans,

Especies aolestass, Lulex. L.
nigTipelous, €. peusy S, pi -
piens oallens, L. 3, pipiens,
L. c. sclestus. )

£, auirguefasgiatus,

C. rasalis.

0.D.7. y/o varses cosouestes -

curopa y hWurteasérica.
arganotfesforados,

D.D.T. y/o variocs cotpuestos - Varias paries del cundo.

organeipsiorados y piretroides

B.D.T. ¥y varios COSpuEstos « La eaycria de Ios tropicos.
organofasfarades. : '

0.0.7. y varios coepuestos -
arganotfostorados.
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11> Consecuenctias financieras de ia resistencia a 1os
insecticigdas en ls lwuecha contra los vectores del paludismo,

Hace 20 afios, cuands s2 sncontraban 6en su 3poOgeo tos
programas ds artradicacibdn dei paludismo, 8l DDT era barato -
costaba US % 0.81/kg - ¥ Bra @scasa la rosistencia que se habia
producido a tos insecticidas.

En 19688 el aumento de costo et DDT en dolares $ 1.707kg,
aunado 3 8sto, la devaluacidn ds 1. moneda con respecto al dolar
gstadounidensse, vy el incremento de otros costos operacionales
produfjeron un aumente del 78% en los g25L05 globales del
roctamienta de! interior de las viviendas con DDT de accidn
residual,

Ese ascensoc tuva fugar pese a ia reduccidn dot 37% en las
aplicaciones de) DDT a ralz da haberse desarrollade resistencia
generalizada 3 ose compussto. Sin smbargo, los insecticlidas

oparscionales de que se dispone en Ia actualidad para emplao en
salud pliblica son mas costosos qus et DDT e incliuyen bendioearb,
ProUpoXxur {carbsmatas). HCH fun compuesto organoclorado),
clartoxim, fenitrotidn, malatidn, metil pirimifds (compuestos
organofosforados), deltirametrina y permetrina (piretroides)

La resistencia en las poblaciones de vectores gque dan lugar
3 un menor efecto de los gsfuerzos por combatirlos o su fracaso
completa, tiene repercusiones en los diferentes componentes
sccioeconbmicos de una comunidad. En el extremo inferior de fa
gama socioscondmica, ol aumento de 1a morbilidad da por resultsdo
la pérdida de potencial humanag ¥y ia perturbacidbn de las
actividades diarias que pueden reducir Ia productividad.

En las comunidades agrlicoias, la productividad reducida y la
pirdida subsiguients de ingroso pueden influlr en tos ciclos
uiteriores ds cultivo.

La produccidn sgricola reducida de fincas individuales como
resul tado del deterioro gradual de la salud se considara a menudqg
como un problema importante por ol gobierno, que requiare la
aplicacion de medidas preventivas y curativas, las cuates son
costosas, en particular si 8l vector ©s resistente al DDT.

En @) - cuadre 3 se comparan los costos estimados de! rosiamiento

de. accidn residuaf con varios insecticidss para combatir Jos
vectorss del paludismo.

Tambidn se originan costos sustancisaies de manera {ndirecta
comg consecuencia de la resistencia a las Inseticidas. ademds de
tos costos directos - de los insescticidas de sustltuclibn

tpor
ejemplo, mayores costos de transports, medidas de seguridad
personal, mano de obra, almacenamiento y manipulacidn de los

compusstos mas peligrosos), (22)
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i) La resistencia de los vectores y ia agricultura.

El 90% de todos los insecticldas producidos por la industria
58 emplea para fines agrlcotas, y de &stos el tratamiento de los
cultivos algodonercs reprasanta ia mayor proporeidn de los
vtilizados.

Los cultivos arroceros, tambidn han naecesitado tratamisnto
repetido e intensificado de insecticidas desde <que en 1965 se
introdujeron 1as variodades de alteo rendimianto.

Los tratamientos agrlicolas puedan ejercer una presion
selectiva an los vectores en la etapa larval o adulta, o an
ambas. Los vectores tambidn pusden estar somatides a presidn
indirecta, por ejemplo, cusndo tos insecticidas aplicados en la
tierra son llevados por el agua de las lluvias a charcas o rios
donde proliferan los vectores, y los adultos de algunas especies
tambli¥n descansan sobre plantas tratadas.

Las practicas agricolas han sido incriminadas en al
desarrcllo de resistencia en los vectores cuando:

- la resistencia aparecid antes de ia aplicacidn de las
insecticidas para combatir veeiores especlfices;

- las poblaciones de vactores se suprimieron mediante
rociamientos agricolss, pero fueron menos afectadas por la

exposicidn subsiguienta;

- los aumentos en !'a resistencia coincidieron con la apiicacidn
de insecticidas agrlcolas, y

- el espectro de ia resistencia cruzada guardd retacidn con el
compuesto utilizado,
Serla erréneo formular gensralizacidnes cuando se considera
el efecto de la agricultura en la resistencia y en &l control de
las vectores.

Por la razbdbn antes mencionada muchos sistemas acuvAticos se
encuentran contaminados con cadenas orgdnicas cloradas, y so ha
encontrado que Baclillus sphasricus es capaz de degradarlos;

pudiendo asi, cumplir una doble funcidn, matar las larvas de
mosquitos, y al mismo tiempo reestablecer la ecologla de ese
sisteoma.

Pues ‘como ya es sabido los hidrocarburos cloaradaos,
principalmente provenientes de residuos de DPT, no  son

blodagradables, y son a tal punto tdxicos que en muchoes paises se
ha prohibide su uso. (5)
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Otro factor importante os la inocuidad de

Bacillus
sphaer fcus frente a espacies 03 objevivo, asl como el
reciclamiento natural gol mismo. (2C,22,29)

5.4 Demanda.

L.a demanda de wun bien o servicio es, una
ventas del prcocducto, ¥y que tie .o como fin
desarrolls del mismo. (231

prediccidn de las
ver a futuro el

Si tomamos como referencia el consumo aparente del DDLT, se

observa que al principio de los B80's tieme un elevado consumo,
injciandose wun dristico descenso wn 1982, prolongandose hasta
1984, donde hace su sparicidn B. thuringiensis. Alcanzando en

apenas 5 afios un 2% del consumo totxl aparents (45). Esperando

que a un mediano plazo logre introducirse mas sdlidamente en ol
mercado. (Grafica 1) (2,3,52,53)

Egperando que 8. sphaericus, tenga una penetracidn similar
en @1 mercado, podrla tener una buasna demanda a largo plazo.

5.5 Oferta.

Hasta el momento Stauffer Chemical Company ¥ Laboratorios
Abbott, nan realizado formulacidnes tanto a nivel lsboratorio
como de campo. (13,195, 21)

Se siguemn ensayando y se espera que

prontoc se elaboren las
ospecificacidbnes v formulacidnes estandar.

5.6 Comercializacidn.

La distribucidn entre compradorses de bienes de consumo y de
negocios, es5 Util debido a las diferencias en habitos,

motives vy
capacidades entre estos tipos de compradores.

Estas diferencias., dictan por lo general las conveniencias
de usar canales de distribucidn diferentes.

HMostrando para un bien especializado como 1o . es el
bioinsecticida, seria un niumero comparativaments pogquefio de
distribuidores y vendedoras directous con respecto a un bisn de
consumo. Para eillo se hace imperative el uso de campafias

publicitarias através de la Secretarla de Salud,

Yy de esia manora
empezar » dar 3 conocer el producto. (23)
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En un principic la comercializacion del producto puede
hacerse, como en ©l caso del Thuricide y Dipel: ser {importado por
Quimiea Hencke! y los Laberatorisos Abbott, para ser distribuido
por los Laboratorios Helios.

Esto mientras se instala una infraestructura nacional. En
este aspecto s tienen buenas perspectivas, ya qua ta polltica
sctual demanda como uno de los puntos prioritarios, el sector de
la investigacidén vy e! ecolbdgico.

Por otro lado, con fos antecedentes planteados en el
capltulo 4, punto 4.1.2 (produccidn en canmnpo’ « puede iniciarse
asi, en @l lugar donde se requiera la produceidn  del

mieroorganismo, evitando de esta forma canales de distribucidn
comple jos y costosos.
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6. PERSPECTIVAS DE AH. Sphaerfecus EN MEXICO.

Al parecar las perspectivas de uso del bacilo son
prometedoras, pues actualmente se esctd realizando su estudio para
me jorar las deficiencias que hasta ahora presenta; Y ta

investigacidn, no es execlusiva do un soio esntro.
6.1 Centros de investigacidn en México.

Conforme a la recopilacidn hecha por la Dirsccitn General de
Institutos Tecnoldgicos, v ., el Consejo Nacional de Educacidn
Tecnologica; en la linea de investigacién de los bicinsecticidas,
las institucidnes dedicadas a b4ste estudio son;

CINVESTAV-IPN (Depto. de Biotecnologla y Biningenierla)

Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, Fac. de Cilienciass
Bioldgicas.

Universidad Autdnoma de Colima. Cantro Universitario de
Investigaciones para @! Desarrollo Agropecuario.
(CUIDA).

Instituto Tecnolbgico de Veracruz.

Insti{ituto de Entfermedades Tropicales de la Secretarla de
Salud. Area de Entomologla.

En estas lugares se encuentran trabkajandeo wmds arduamente en
8. thuringiensis, mno cvbstante en la Universidad de Colima ya se
han iniciado los estudios  de B. sphaericus, al igual que en el
Instituto de Enfermoedades Tropicales. (44,48)

6.2 Ventajas y desventajas de B. sphaericus vrespecto a otros
controles biolbgicos.

6.2.1 B. thurfngiensis H-14

R La  wutilizaecidn de 5. . thuringiensfs H-14 para combatir
dlpteros médicamente importantes: (mosquitos y sima)idos) ha
sumentado en forma sustancial durante los Uitimos afios, aunque la
aplicacidn de insecticidas sintédticos estd todavia. mucho mas
generalizada.
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. En el Programa de Luchs <antra la Oncocercosis se hace uso
de gran escala de H., thuringiensis H-14 en zonos de Africa donde
al vector ha dessrrollado resistencia al! temefbs y clorfoxim.

De manara snaloga, 30 utitiza selectivamente en lpos
distritos de luchas contra !o3 mosquitos en los Estados Unidos de
Anérica, donda ita resistencia a los insecticidas -] las

consideraciones ambientales lo hacen convenhiente.

Estudios revelardn que la rev stencia a B, thuringiensis H-
14 ora inestable y descendia en csi <3 de 50% en tTos gensracidnes
cupndo no existla presidn de seleccitn, Ese descenso se rvelaciond
con la reducecidn de aptitud bioldgica

Las wvarledades seleccionadas mostraron un desarrollo larval
m&s lento de 1o normal, incluso en ausencia de B, turingiensis H-
14, 8l desarrollo se demord todavla mlds en los grupos tratados.

La produccidn de huevoe, aungue no la fertilidad de &stos,
fue tambidn mas bajs en las variedades seleccionadas.

Aunfque no se hs generaslicado el uso de B. thuringiensis H-1a
en condiclones naturales . 6 no se ha hecho especialmente
intonsivo hasta ta faecha, de todos modos es alentador senalar que
hasta ahora no ha habido informes de descenso de la eficacia como
resultado del desarrollo de resistencia.

Esto concuerda c<con la opinisdn ampliamente sostenida de que,
debido 3 ciertos sspectocs dol comportamiento del bacilo, tendrian
que ocurrir cambios poligénicos para que 58
resistencia, lo cual exigirla una presién de
y rigurosa,

desarrollara
seleccibn prolongada

Ademads por la falta de formuilaciones adecuadas para tratar

determinados habitats, como en el agua con alto contenido de
materia organica o cubierta extensamente de vegotacidn, y por la
necesidad de hacer aplicaciones frecuentes, dadas estas

condiciones. (21,22)

La wutilizacidn de B. thurfngiensis H-14 para combatir
mosquitos ha aumentado en forma sustancial durante los Ultimos

anos, aunque la aplicacibn de insecticidass qulimicos estd todavia
mucho mas generalizada.

6.2.2 Vavraria (Pleistophora’ cullisis

Es ‘un parasito obligado formador de esporas que posee un
filamento polar caracterlstico. Las esporas son unicelulares vy
estadn contenidas en panegsporeblastos persistentes,
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El Vavraria cujicis se +transmite por via oral ¥y atazcs
mayormente el aparate digestivo de sus hubspedaes.

Los mosguitos parecen no ser serimmente afectados por la
presencia del pardsito, alun an gran nimero, debido al desarrolloc
muy localizade de los quistes del pardsito. Dentro de variag
generacidnes hay una alta morbilidad y baja mortatidad.

Después de la ingestidn de lasz esporas por las larvas &®
observa una reduccibn gn la aparicidépn de adultos y una reduccidn
en la fecundidad de los adultos. Solo cuando las larvas estin muy
contaminadas son cspaces de tornarss an adultos infectadaos.

La duracidn de la vida de ios mosqu}tos ancfetlinos hembra
que son hu&spedes, queda reducida . y mwuches no viven lo
suficiente pars transmitir las oanfermedades.

Para aumentar el potencial de |3 utilizacidn del V. culisis,
daben ser disefiadas formulacidnas satisfactorias que sumenten la
flotacion a largo plazo de las esporas y magnifique los <Tontactos
entre los pardsitos y las larvas de mosquites. (21)

6.2.3 Nosema algerae (Vavra y Undeen 1970)

El Nosema alfgerae, un microesporidiano, vs un parasito
obligado de patogenicidad moderada en mosquitos.

Algunas especies de Anpopheles parecen ser 1os hudspedes
naturales y primarios. Con dosis mederadas de esporas, hay balja
mortaiidad larval, 331 como una reducida fecundidad y longevidad
en adultos.

Estudios de campoc han demostrado que se pueden obtener altas
tasas de infeccidn, pero &sta desaparece rapidamente una vez que
al tratamiento cesa.

La abundancia de mosquiteos no fud reducida despuds de la
aplicacidn de esporas. Los factores que favorecen el uso de bdste
paradsitc de patogenicidad moderada son la longevidad de las
esporss, facilidad de producirlas, y la longevidad reducida de
mosquitos ancfelinos hembras adultas para 1a transmisidn de
enfermedados. (21}

6.2.4 Romanomermis sp

Es un nematodo mermitlideo, que fud originalmente aislado del
Anopheles subpictus, en la India.
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En la naturaleza, &) nemidtodo fud encontrado desarrollindose
an e8] hemocele de una amplia varisdad de larvas de mosquitos.

£1 gusano de crecimiento ccmpleto (nemidtodo postpar&sito)
emergid de una larva de cusrtas etapa atravesando ia cuticuls,
resultando la musrte del hudsped larval.

La tasa de parasitismo es generalmente alta, aunque varlia de
acuerdo & la eshacion y situacidn.

En e! laboratorio se observe que 8l nema todo mudaba, 50
apareaba y depositaba sus hueves en arena hiumeda cuando . s©
inundsban con a@agua los huevos se romplan, liberando las stapas
infecciosas (nemdtodos preparasitos).

Uno de las principales inconvenientes gque presenta éste
control biocldgico, es @l corto rango de pH al cual sobrevive (no
mayor de 7.5), y una salinidad no mayor del 0.025% .

Mientras que los gusanos adultos no viven en un pH mayor de
8, (21)

6.2.5 Dugesia dorotocephals

Los planarios son casi tados los gusanos de vida libre, no
parasitos, ampliamente distribuidos B8n lagus da agua dulce,
estanques, pantanos, corrientes ¥y rles en la mayor parte del
mundo,

Los planarios se reproducen sexual y asexualmente, . su
extracrdinaria capacidad regenerativa ha s5ido conocida desde el
comienzo de 1880. Son zoofagos; su capacidad para devorar
mosquitos, entre otros poquenocs invertebrados acudticos ha sido
conocida desde 1918,

El planario Dugesia dorotocephala sugiere ser un buen
control! para larvas de mosquites ¥y Jjejenes, ya que ia variedad
cali{forniana de &ste predador puede ser facilmente producida en
masa por fisidn asexual bajo condiciones controladas, y puede ser
confinado a altas densidades sin que se observe canibalismo.

Se ha demostrade experimentalmente que &ste planario devasta
a los mosquitos en sus §itios naturales de crla, matando muchas
mds larvas de las que consums.

En tas lugares donde es favorable su utilizacidn 5
encuentran los arrozales, zanjss camineras, todazales de drenalje
agrlcola y de construccidn, cuencas de retencidén, filtracidnes de
cahales, eflusntes de drenaje tratados, charcas de nieve fundida
y de agua . de 1luvia.
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Otra caracteristica que o hsce conveniente 235 la alta
resistencia que presentan 1o hueves y embriones ante condicidnes
desfavorables, lo gque asegura el reciclado del depredador. (21)

8.2.6 Lambornella clarki.

El L. clarki es un pequefic protozeario ciliadeo pardsito
autédnomo, perteneciente a la familia de hymenostome
tetrahimenidae, ques ha sido encontrado en la cavidad corporal de
larvas de los mosquitos culficine, que se crian en agujeros de
arboles.

Ocasionalmente han sldo impl icados mosquitos adultos, pero
goneralmente ss la larva cuyo hemocaslo ha sideo invadido ¥y cuya
muerte es entonces causada por 1a multiplicacidn del ciliado.

Estos c¢iliados han presentodo varios grados de parasitismo
tacultativo, cuyos huespedes principales son - invertebrados
pdaficos o aculdticos, especialmenta larvas dipteras.

Muchos aspectos de la relacidn parasito-huesped ne han sido
aln investigados, por lo tanto estos dos . organismos, que a
primera instancia parecen uns alternativa, S$¢ encuentran muy por
debajo del nivel de B. sphaericus. (21)

6.2.7 Gambusla affinds

Otro control biotdgico on el gque se ha puesto mucho interds,
es 8N el uso de peces larvivoros.

Esos peces se han utilizado para combatir los mosquites por
espacio de muchos decenios y Gambusia affinis, en particular se
ha introducido ampliamente en muchos palsaes. (22,50)

6§.2.8 Nothobranchius sp.

Las especies de Ppeces pertenecidntes a este ghnero, de 105
cuales. el N. guentherfs es al mds conocido, son peces anuales,
nativos de ciertas partos de Africa y que habitan cuerpos de agua
temporales sujetos a perlodos variablies de sequla. Con exepcidn
de N. rachovi, los Nothobranchius sp.,no se encuentran donde el
agua es mas O menos parmanante. .

- Los embriones, que son relativamente resistentes a la sequia
¥ capaces de sobrevivir a largo plazo durante 1a estacidn seca,
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sobreviven en la capa superior del fango. Cuando iluave
nugvamente, dentro d& un periodo de 6-B meses, los embriones
salen del huevo.

Los pececillos son resistentes, vy &stos jbvenes crecen
rdpidamente en 4 o 6 semanas seoxualmente maduros y desovan,

Tienen una alta fertiliaad, se ancuentran desovando
repetidamente sobre un largo periodo. No eclosionan todos los
huevos con las primeras lluvias , - la poblacidn no perece s{ una

precipitacidn pluvial temprana es wmuy breve para que |los peces
aleancen la madurez sexual,

Las preferencias atimenticias son: primerc, alimentes en o
sobre el sedimento; segundo, alimento nectdnico, y por dltimo,
cosas sobre l1a superficie del sgua. Por @llo serla mds probable
que una larva de mosquito fuera comida si se muave hacia el
fondo.

No se conoce hasta que punto el Nothobranchijus resiste a la
contaminacidn, ¥y & que tipo resiste. Se recomienda su uso en
aress remotas. (21)

6.2.9 Romanomermis culjcivorax

Es un nemitodo endoparasito obligatoria, CUuyas iarvas
parasitas se desarrollan dentro de las larvas de mosquitos.

Tiene poca espocificidad de ge¢nero y deo especie dentro de !a
familia de tos Culicidae, Un total de 87 especies han.sido
expuestas a &1, ya sea en el laboratorio o en el campo,
resultardn infectadas.

El R. culicivorax ha sido muy estudiado en les @ltimos 10O
anos, s@ le pusde producir con relativa faecilidad. -

Es segurc para mamiferos y otros organismos no abjetivo, sus
limitaciones ambientales son buenas.

Este parasito os efectivo cuando 56 le usa en habitats
acuaticos con las siguientes caracterlsticas: agua fresca dulce y

no contaminada, semipermanente n permanente, cuya temperatura
rara vez. exceda a log 40 *C, y con poce movimiento del! agua, (21)

6.2.10 Octomyomermis muspratti
Es- un nemitodo mermitlideo, cuyas ldrvas paradsitas sae

desarrollan dentro de las larvas de mosquitos. La especle  fug
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colectada primeramente de !arvas de masquitos Aedes y Culex.

Esta siendo investigado recientemonte, debido a que es mas
tolerante a ia dosecacidn, salinidad ¥y cpontaminacidn que la
especis Romanomermis culicivorax.

Hasta ahora no ha tenido e&xito !a produccién sn masa do 6ste
nematodo, a causa de la lenta ¥y asicrbnica eclositn de los
huevos.

Los estudios de laboratorio han mostrado gque las larvas de
mosquitos de primer y segundo estadio son igualmente suceptibles.
Su desarrollo se retarda y mueren cuande el parasito escapa
através de la pared de su cuerpo.

Larvas de tercer y cuarto gstadlo son significativaments
menos suceptibles. (21)

6.2.11 Lagsenidium giganteum

Es un hongo parasito autdnomo, que puede crecar
vegetativamente, ya sea como sapréfitoc en un ambients acudtico o
como parasito en larvas de mesjuitos.

Su ciclo de vida es tipico del Eé&nero Lagenidium, con
reproduccidn tanto sexual como asexual. La zoospora del honge es
el agente infeccioso. La larva del mosquito muere cuando al hongo
invade @] hemocele y forma micelios extensos através del cusrpo.

Se& han reportado varios aislados de! hongo, ¥ han mostrado
diferencias en el rango de sus huédspedes, aungque se notd que
-infecta una amplis variedad de las especies de Aedes y Culfex, con
alguna actividad contra Anopheles, Psorophora y Culiseta.

La especificidad del hongo parece estar limitada a los
mosquitos, y no se encontrd wevidencia de patogenicidad en
organ{smos no objetiva, incluyendo a mamlferos.

B L giganteum crece in vitre en  una variedad de medios
.definidos . e indefinidos. Puede ser TfaAcilmente producido en
mosquitos (hasta 240,000 zoosporas/larva de mosquito) de cuarto
estadlo. .

. Este hongo tiene un gran potsncial como larvicida bioldgico
debido a su rango de hudspedes relativamente amplio, ¥ a su
capacidad para reciclarse. El inconveniente aqui - es, ita baja
estabilidad de las esporas, pues son fragiles y solo pusden ser
preservadas por unos poces dlas o sBmManas bajo condiciones
ambientales simples., (21)
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6.2.12 Entomofthora destruens

En la mnaturaleza este hongo es un parasito obligado de los
mosqui tos adultos.

Los insectos par&sitados por los hongos entomoftordceos
incluyen wuna amplia variedad de especies y familias de los
ordenes siguientes: Orthoptera, Honoptera, Hemlptera, Colebptara,
Lepiddptera, Himendptera y Diptaro.

Este hongo se presenta en un 3rea de distribucidn limitada
on sitios frios y humedos de latencia de mosgquitos, durante todo
@! afio pero es mAs prevalecients en los meses de inviermo.

Asl, los habitats naturales en los cuadles son encontrados
mosquitos infectados por el E., destruens, esthin caracterizados
por la obscuridad, alta humedad (entre 60 y 86 % de humedad
relativa), baja temperatura fde ! a 14 °C) y largo contacto .con
los mosquitos hibernantes con !as etapas infecciosas del hongo.

De &sta manera, los conidios de! hongo son muy susceptibles
a los factores ambisntales, tales como cambios de humedad, luz,
temperatura y los efectos de productos quimicos.

Por el contrario, las esporas inactivas san mas bien
resistentes.

No obstante, fa limitante climatoldgica que presantan “les
conidios, @5 un obstaculo dificil de vencer. {213

6.2.13 Metarhizium anisopliae

Es un hongo imperfecto que tiene wuwun amplic rango de
-mosquitos hudspedes (mds de 200 especies) en la naturaleza, Yy que
ha sido aisliado de larvasz salvajes de Culex.

El hongo tiene un ampiio rango de mosquitos hudspedes y sUS
conidios pueden producir altas tasas de mortalidad en tarvas de
Culex y anofelinos en dosis de 300 a 600 mg/m? .

El principal modo de aceidn en la.mayorla de lps casos, os
1a obstruccidn del pasaje de aire através de los dos conductos
traqueales de la larvas de los mosquitos. '

Aungque la M. anisoplfae es una especie cosmopolita, no sa

han reportado infeccitnes en animales de sangre caliente, Y . no
-hay reportes sobre suceptibilidad humana al hongo.
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Los conidlos del hongo pueden ser producidos en masa sobre
un sustrato de arroz an cantidades suficiontes para aplicaciones
iocales de campo.

Las grandes cantidades dal sustrato gue sen necesarias para
producit’ conidios, para tasas efectivas de aplicacidén de campo,
requieren el desarrollo de mdtodoes especlficos de produccidn en
masa, para hacer practico e] usc de este agente fungoso.

La luz ultravioléta es perjudicial para Ta supsrvivencia de
las esporas, su viabijlidad se plerde m&s rapidamente a
temperaturas bajas que a altas. (21)

6.2.14a Coelomomyces opifexi’

Es un parasite fungal! obligadso, de aguas salobres,
reportado en larvas de mosquito. EI género gestid ampliamente
difundido y ha sido encontrado en todos los continentes excepto
en la Antartida.

. Desde !os afios 30 ostos hongos han sido cunsidersdos agentes
potenciales de control bicldgico, por su capacidad para producir
epizootias en pohlaciones larvales ds muchas especies de
mosquitos.

Su ciclo de vida es complejo con generacidnes gametofitas y
esporofitas que se alternan entre un hudsped crusticeo intermedio
{ ostracodo ) y un hudsped dlpterc definitivo.

La actividad 'de la meiogspora y la germinacidn del

esporangio, cesd cuando se exponemn a una temperatura mayor que 30
‘c. Las investigacibnes muestran que los esporangios no

sobreviven a este tratamiento. (21)
6.2.186 Culicinomyces clavasporus

Es un hongo parasito autdnomo. De reproduccidn assxual rPor
formacidn de conidios.

La infeccion de larvas de mosquitos e inicia con 1a
ingostidn de conidios,  1os cuales se adhieren a la capa quitinosa
de !a parte anterior. ¢ posterior del intestino.

-Se ha visto que los conidios 'estidn cubiertos por una
substancia mucilaginosa, ia cual parece ser la responsable de la
adhesidn. 24 horas despuds de 1a ingestion, los conidios

germinan formando cada une un tubo que penetra al integumento e
invade .al hemocelo con hifa ¥y cuerpos hifales.
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Puede tamblén ocurrir la invasidn através de las papilas
analss cuando 13 concentracion de los conidios en agus 83 alta.

La muerte parece estar ralacidnada con el grado de invasidn
hifsl ¥y ol tiempo requerido psra su crecimiento

En cuanto a la estabilidad de los conidios, solo se tienen
datos de laboratorio, gue indigan una viablliidad del 45 % despubs
de & meses a 5 "C. (21)»

6.3 PRESENTE Y FUTURO DE B. sphaericus

La perspectiva que muestra B. shaerfcus es muy amplia, va
que actualmente se ha mostrado un gran interds por parte de l1a
OMS e industrias grandes, como son los laboratorios Abbot ¥y los
laboratorios Stauffer.

En Maéxico como en el resto del mundo, empieza a despertar el
interds de muchos investigadores, en distintes centros.

Lograndose asil,que tal vez en un futuro préximo, se legren
superar ios problemas y limitacidnes que hasta el  mowmento
presenta. Ya que el potencisi que este microorganismo ofrece,
es dificiimente igualado por otros controles bioldgicos hasta el
momento descubiertos.

Aunande a esto la imperiosa necesidad de eliminar el uso de
insecticidas, por el deterioro ecoldgico que ya se ha causado en
muchas zonas dol pals, as! como la resistencia que han
desarrollisdo los vectores de imporisntes enfermedades.

Reclientemente se ha encontrado que 8. sphasricus vy
Streptomyees albus, sO0n capaces de degradar hidrocarburoes
clorinados. De &sta forma seo le afiade octra importamnte

caracterlstica que es 13 de biodegradar insecticidas clorinados,
' que abre nuevas perspectivas y alternativas para darle mayor auge
a &ste microorganismo. (48)
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7. ALTERNATIVAS PARA MEJORAR EL POTENCIAL DE B, sphaericus
7.1 Mejoramiento gendtico.

La técnica experimental conccida con  jos nombres de
"clonacidn molecular™, "implantacidn gendtica", "ingenieria
gendtica molecular” o "regcombinacidbn in vitro de Acidos
nucleicos”, @5 sctualmente 1a metodologla més poderosa para poder
resolver la estructura, organizacidn y regulacidn del gendma, lo
cual se analiza posteriormente con mas deotalle.

Brevemente enunciada; dos o m3g fragmentos deg acido
dosoxirribonuclieico (ADN) son unidos (recombinados) in vitro,
mediante el uso de una serie de enzimas.

Unoc de los fragmentos, !laomado vector o vehlcuto molecular,
85 <capaz de reoplicarse en alguns c&lula hudsped, y 51 otro(s)
fragmento pasajero o "clonado™, es pasivamente replicado por el
vehiculo. Como se observa en la figura 1; el DNA 8 clonarse,
llamado an esta figura DNA heterdlogo, es digeride Gon una
andonuclieasa de restricecidn gque rompe la doble hdlice de DMNA en
sscuencias nuclteotldicas espocificas, gensrando fragmentos de DNA
de diferente tamafio, peroc con extremos idénticos,

El vehlculo o vector molecular, que ©n ©ste caso es un plasmido,
es digerido con la misma endonucgleasa de restriccidn. La enzima
ligasa forma 135 uniones covalentes fosfodiester entre los DNA,
generando asl la molscula de DNA hibrida o recombinants., Esta
moglécula es posteriormente introducida en la cé&lula receptors de
E, coli. gque dara una clona con mol&culas hlbridas,

7.1.1 Generacidn de fragmentos de ADN.
Cualquier fragmento de ADN, ne impeortands su origen, puede
en prineipioc ser clonado.

Un fragmento espaecifico de ADN puede ser purificado antes de

ser clonado o, si 1a clona (o colonial) portadora del fragmento
puede ser reconocida o selesccionada entre un gran nimero de
elonas que no lo llsven, el fragmento pusde ser clonado sin

previa purificacisn .

La co-clonacidn de una mezcla gendticamente no homogenea, de
fragmentos . de ADN recibe el nombre de clonacidn tipo "tiro de
ascopeta”™ (shotgun).
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Existen tres alternativas para la generactdn de fragmentos
de ADMN. Unc de estos mbdtodos es 1s sintesis de novo, y consiste

en la union de vehlculos moleculares y genes sintetizsdos
qulmicamente.

El rompimiento mecinicoc controlado o5 un segundo metodo para
generar fragmentos de ADN. Este mb&todo es particularmentes Gtil
para obtensr fragmentos mayores de 10,000 pares de basses {(p.b.)3.

El tercer mdtodo para generar fragmentos de  ADN, ia
digestidbn con enzimas de restriccidn., Es actualmente el mdiodo
mds usado para generar fragmentos que se desean clonar.

"El sitio de reconocimiento de una enzima de restriccidn
usualmente consiste de una secuencla especlifica de cuatro a seis
pares de bases.

Tales sitios estdn mds o menos szarosamants distribuideos en
el ADN, ocurriendo en promedio entre cada 400 o SCGO p.b.para leas
sitios de cuatro pares de bases y cada cuatro a seis mil p.b.
para los sitios de selis.

Sin embargo, la distribucidn de estos sitios depende ds ia

endonucleasa de restriccidn yv de la composicidn de bases del ADN
que se desea digerir.

Las nuc leasas de restriceidn, especialmente squelias
designadss dentro del tipo 1, cortan al ADN en o muy cerca de
estos sitios, produciendo coleccibnes de fragmentos cuyos

extremos son idénticos.

Estos segmentos pueden ser separados de acuerdo a su peso
molecular, ¥ una clagse de fragmentos del mismo tamano representa
el material corrospondiente 3 porciones limitadas de un genoma ;
8sto permite al menos la purificacidn parcial da un fragmento
antes de su clonacidon.

En ciertos casos cuando el tamafio de un fragmento da
rostriecion que lleva una regidn gandtica de interés no 8BS
conocido, es posible determinarlo, utitizando un mdtodo de

hivbridacidn.

Lo anterior se observa en ia figura 2, donds 1a llnea superior
representa wun fragmanto de ADN doble hélice que ceontiens una
regidn que se desea clonar, representada por una {inea negra
ETuesa. La linea ondulada representa un ARN transcrito que
expande la regidn que se desea <clonar. Las llnesas verticales y
las cruces representan sitios de rompimiento " para dos difarentes
endonucleasas de rastriccidn.
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A). Si la secuencis nucleotldica de 3 regidém eg conosida come
una mal&cula de ADM de doble hélice ~onsecusncis ijdéntica, puede
ser gintetizads & partir de les cuatra desoxirribonuecieotidos
trifosfatados.

B). Si es posible purificar i ARN transcrita que expande la
regidn, es factible cbtener una =opia de doble h&lice de ADN (F).
Mediante @) use de transecriptasa reversa se puede obtener la
h&lice sencilla complomentaria v luego de remover el ARN por
tratsmiento con slcali, ®s posibile obtener la doble haltice (F)
medisnte 2] uso de la misma trsnscriptasa reversa, o  ADN
polimerasa.

C) y D). E! uso de endonucleasas de restriceldn pusde permitir la
obtencidn de fragmentos de ADN que son clonables. Si existigra un
sitio de restriccidn para una determinada endonucleasa en el ADN
E cionar, es posible obtener e! fragmento modiante una digestidn
parcial (C)., Si no existe sitlo, una digestidn completa genera ol
fragmeto (DY,

E). El rompimienta mecanico controlado de ADN produce una
variedsd de fragmentos que lleven partes de la regidn a clonarse,
incluyendo fragmentos que llevan toda la regidn.

ol

dATP, dGTP,dCTP,dTT# | i
A‘ B Cj o \

_———-l ————

— R —
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P . .
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— .
) Figura 2
M&todos para generar fragmentos de ADN.
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Los Tragmentos de ADN soun separados de acuerdo a 3u tamane
por electroforesis. El examan del patrdn de hibridacidn permite
determinar que fragmento o <lase en tamafios de fragmentos
correspeonde 3 13 informacidn en |a moléculs complementsria.

Cuando algunas enzimas de restriccidn rompen o cortsn las
dos cadenas del ADN en wuniones fozfodiester una diractamente
enfrente de la otra en la doble hdlice, generando extromos
"rasurados”, sin hdlice sencilla o "blunt ends”, muchas de &stas
endonucleasas rompen cada una de las cadenas de tal forma que las
uniones fosfocdiester rotas quedan dasplazadas entre g1l por entre
uno y cince nucledtidos, dando lugar @ la formacidn de fragmentos
con extremos de cadena sencilla.

Hay enzimas que generan extremos de hélice sencilla con un
grupo fosfato en la posicidn 5’y otras gque generan astos oxtramos
con un grupo hidroxilo en la posiecidn 3' , como en 13 figura 3,
donde las endonucleasas de restriccidn rompen 1a doble hélice de
ADN produciendo diferentes tipos de extremos. Las zecuencias
nucleotidicas reconocidas por las endonucleasas EcoRi, Haelll y
Pstl estan encuadradas dentro de !la doble hdiics. Puwsde
observarse gque estas secuencias son un patindrome ya que se leen
igual en ambas h&lices siguiendoc e! mismo sentido.

La digestidn con EcoRl produce fragmentos con extremos de hélice
sencilla de cuatro bases con un grupo 5'fosfato.

La digestidn con Pstl produce fragmentos con extremos de hélice
sencilla con exiremo J3'hidroxile.

La endonucleasa HAell! rompe la secuencia GGCC entre el par G-C
genarando extremos rasurados.

Estos extremos reciben el nombre de cohesivos 0O pegajosos ¥y sON
idénticos en todos los fragmentos de ADN generados por una misma
sndonucloasa.

7.1.2. Unidn de fragmentos de ADN,

El primer 1intento surgid al construir fp vritre un genoma
funcional, através de unir mitades previamente separadas dsl ADN
del bacteridfago lambda (generadas por rompimiento mecanjico ),
pars producir genomas Integros ¥ unltarios de lambda capaces de
infectar a E. col/i 8n ensayos de transducecidn.

En la recombinacidn in vitro no se reguieren regiones de ADN

de alta homologla para poder unir o recombinar dos . fragmentos de
ADMN.
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El primer m&todo para disefiar vy desarrollar la uni&n de
moléculas de ADN =imn ninguns homologls, consistid on aftadir a los
fragmentos de ADN "colas" {(segmento de ADN nio aparesdo)
complementario de halice sencilla usando 1a encima troansfrrasa
terminal de deoxirribonucledtidos.

La transferasa terminal puede polimerizar
desoxirribonucledtides trifosfatades a partir de un extremo
3'hidroxilo produciando una extonsidn o “cala™ de hélice

sencilla.

La estructura resultante puede convertirse en una molécula
de ADN circular unida covalsntemente, por tratamiento sucestivo

con ADN palimerasa 1, exonucleasa i1l ¥y polinucleotido ligasa.
Sin embarge no es necasario llevar a cabo tratamientes

enzimidticos fn vitre ya que despuds de introducir la molécula de

ADN en la ¢dlula por transformscidn, la cbluls es capa= de JIlevar

3 cabo las reacciones in vivo, como an la figura 4, donde el
metodo de transferasa terminal para unir fragmentos de ADN dsa
diferentes origenes envue lve una serie de pasos, cada [¥341-]
dopendiente de una enzima diferente. E!l vehlculo molecular, on
est® caso se ejemplifica con el pllsmido ColEf por ser el primsro
usada para tal efocto, 8% digerido <con una endonucleasa de
restriccidn, que tenga wun s3itio tnico de rompimiento en el
vactor. La enzima EcoR1l puede usarse en ColEf, en este caso se
utiliza ADN cromosomal de E. celi con ia idea da generar un
namero de clonas con ADN de E. ecoli, 58 Tompe atraves da
tratamiento mecanico o enzimatico.

El método de claonacidén utilizando la transferasa terminal
permite Ja unidn de dos fragmentos de ADN cualasquiera,
independisntemente de ia seocuencia nucleotldica de sus
extremos.

El uso de ligasa de polinucledtidos habla sido usada para
unir fragmentos de ADN sintéticos a extremos do hdlice sencilla
complementarios, sg descubrid una importante propiedad, la ligasa
codificada por B8] bacteridfago T4 que es capaz da unir fragmentos
de ADN qua posean erxtremns rasurados generados par sintesis
quimica o Ppor digestibn por diferentes endonucleasas de
restriccidn.

La unidn de fragmentos de ADN wutilizando ta ligasa
codificada por el bacteridfago T4 ofrece ciertas ventajas sobre
al método de la transferasa terminal.

. Cuando se unen {ragmentos genarados por la accidn de
sndonucleasas de restriccidn, las wuniones generadas s partir do
extramos iguales ¥y algunas generadas a partir de extremos no
iguales, pueden subsecuentemente ser digeridas por las mismas u
otras eondonucleasas de restriccidn con las que fuerdn generadas.
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7.1.3. Transformaclian,

La wunidn de fragmentos de  ADNM In vitre wno tendris
significado alguno si no zontars con un metods que permitiora el
aislamiento (clonamiento) ¥4 amplificacidn de un fragmento

aspeclfico a partir de una mezrclta heterogénes de recombinantes
preducidas en una reaccidn de ligasa.
Esto pueds ser logrado si el recombinante deceado es capaz

de replicarse vy exprasar un faenotipm dado en un orgsnismo
hussped.

La clonacidn molecular se tleva a cabo por medio de
introduecidn ¥y estabilizacidn (transformacidn) do laz molédculas
de ADN recombinsnte en las céiulas hudsped, de tal forma que una
célula particular reciba cuando mas una sola molécuta
recombinante. De westa forma es posible saparar las varias
melédcutlas hibridas da tal maners que saa poermita su
reconocimiento individual atravas del fenotipo ae clenas
individuales gonaradas por multiplicacidn da ceé¢lulas
transformadas.

la

El mdtodo para transformar un organismo hudsped utilizando
ADN recombinante esti determinado por la identidad del organismo.

Escherichia colfr s un organismo unicelular capaz de "tomar”

ADN de su medio ambiente, después de haber sido tratado con
cloruro de calcio atn cuando solo una subpoblacién de un cultive
de E. coli puede valverse competente para ser transformada

mediante este tipo de tratsmientos.
7.1.4. Plasmidos come vehlculos en E. coli

La mayor parte de los experimentos de clonacidn molecular,
utilizan a E. celi como huésped. LOos vectorss utilizados en
estos experimentos son plésmides, o derivados del bacteridfago

tambda qus ocurrepn maturalmente o han sido construidos en el
laboratorio.

Ambos iipos de vehlculos pueden usarse para generar grandes
cantidades de segmentos de ADN clonado, Y emn algunos casos
grandes cantidades de productos gendticos.

Los plasmidos, que son ADNs circulares extracromcsomales de

replicacibn autdnoma, han sido ampliamente utilizados como
YeCLOres.,

bos clases de plismidos son los mis usados on experimentos
de clonscidn  motecular. Estas clases sg distinguen por suUs
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propiedades de replicacidn; una de atlas, itustrada par sl
plasmido pSC101l se replica en forma restringida, ¥ generalmente
58 @encueniran en un nimero bajo de ceopias por célula.

La otra clase de plasmicdes, representada por Col El, !levan
sacabo replicacidbn del tipo “relajada": plAsmidos de &s5ta clase
gstan presentes en muchas copias por cdiula.

Uno de los problemas mds impo-tantes a resolver on cualquier
experimento de clonacidn molecula: . es 1a seleccidn de cblulas
que llevan ADN rscombinante.

Es importante tener la capaclidad de swieccionar dentro de un
cuyltivo gque hs sido transformado, aquellas céiulas en las que el

vehlculo transformante lleva un fragmento adicional do ADN, v
epeciaimente aquellas células en las cuales el vector ha
adquirido 1a combinacidn particular de fragmentos gque el

investigador deses.

Un gran nimeroc de esquemas han sido diseflados para permitir
1a identificacidn de clonas en las cuales el plasmidoc vector
contisene ADN insertado. Uno consiste en la resistencia a un
antibidtico.

Ctre enfoque involucrs la separacidn de! ADN a s6r clonado
con base a su tamafo {por ejemplo por centrifugacidn en
gradientes de g@carosa, 0 electiroforesis en goles de agarosa o©
acrilamida) antes de ser unido a} vehlculo,

Existe otro método que permnite al andlisis de ADN
oxtracromosomal de un gran numero de colonias emn forma
simultanea.

Una colonia, o una gota de cultivo, es lisada por
tratamiento con detergente o lisczima donde &s5te producto es
Eujoto a elsctroforesis en gel de agarosa.

La migracidn de los plaAsmidos presantes en las colonias
individuales puede ser comparada con la del vehlculo utilizade en
la. clonacidn; fas clonas portadoras de pladsmidos con ADN
insgrtado pueden ser identificados por el tamafioc mas grande de
s5us plasmidos, que tiesnen una mayor migracidn en el gel.

Poero definitivamente el mdtodo mas utilizado, se basa en ia
inactivacidn de un ¢gene presente en a] plismide desples de la
insercidn de ADN en ose gene.

La seleccidn de plasmidos gque llevan un fragmento o arreglo
de fragmentos especlficos, recae 2n algunos casos en ta
aspRecificacidn de un fenotipo seleccionable codificado por sl
fragmento.
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Una buena alternativa para mejorar el potencial tbxice da #.
sphaericus, es &} de tratar por métodos geneticos la produccidn
de 1a toxins, tanto en calidad como »n cantidad. (11)

7.2 ESTUDIOS DE INGENIERIA GENETICA REALIZADNDS EN 8. sphaericus

En 1983 se iniciaron los estudios con @l objetive de clonar
8l gen productor de la toxina.

Como es sabido, en E. colf se hacen los ensayos previos, por
tratarse 49 un microorganismo muy conorecido, f3ecil disponibilidad
y tiempo corto de replicacidn.

Esto con las perspactivas no solo de alcanzar un gran
desarrollo biotecnoldgico, sino tambidn de carascterizar

1o mejor
posible el gen larvicida. (7,24,58)

Actuaimente se ha logrado clonar en B, subtilis =l gen que
codifica la formacidn de ia texina, mostrande wuna acstividad
larvicida, similar 3 12 que so alcanzd con E. celi en 198%, con
wna LC,, 1-10 microgramos de c¢dlulas/al., cuando la LC,, de Z.
sphaericus es de 1-10 nanogramos de cdlulas/ml.

Este experimento arroid como dato interesante que, 8.
subtilis sintetice la protelina tdxica durante el crecimiento
vegetstivo, a diferencis de 8. sphaerfcus, que 1a sintetiza

durante la esporulsacidn. (23,8587,58)

En caso de que en un futurc se lograran buenos resultados en
cuanto a3 la produccidn da Ja toxina en un microorganismo, que no
pueda ser usado como tal, pero que la produzea en cantlidades
superiores, o bien Qque sea mas potente, que en el misme A&.
sphaericus, donde se puede racurrir a la extraccidn de la toxina
tnicamente. Pudiendose asl usar en formulaciones mas dofinidas.

7.3 MEZCLAS.

La realizacibn de mezclas de microorganismos, por

ejempla,
8. sphaericus - B. thuringiensis, abrs toda una gama de
‘posibilidades. Ya que si en un sistema ecolégico tenemos
variesdadses de vectores, los cuales no todos son sensiblas a B.

sphaericus, puede complementarse muy bien con 2. thuringiensis,

Tambiédn @s posiblae, segun las condicidnes climatolbdgicas,
realizar mezclas con otros controles bicldgicos. como los gque se
mencionardn en el capltulo 6.



7.4 FORMULACIONES ESPEC!ALES.

La creacidn de formulacidnes serd el area mas importants en
el futuro. Ya que sa necesita gue en los sistemas acudticos,
donde se utilizarla como larvicida, ne se vaya al fondo el
microorganiamo, donde es eficaz swlo contra las larvas de Aedes,
sino que permanezca en l!la superflicie para el control de Anophelss

y Culex.

intento se estan desarroll!ando formulacidnes a

Como primer
con hexadecano y acelte de

base de la adherencia entre esporas

malz,

Donde &sta adheraencia se va fsvorscida en presencia de
sul fato de amonio.

Los datos obtenidos sugieren que las ©@SpPOras larvicidas

pueden ser concentradas, para que operen en la superficie del
agua, por flotacidn y adherencia gracias a las pequsfias gotas de
aceits que se forman, logrando dse #cta maners, aumentar la
efectividad letal contra las larvas de los mosquites.  (489)
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8. CONCLUS I OMNE S.

Las perspectivas de desarrollo de A&. sphaericus como
bioinsecticida, a mediano plazo, son ajentadoras. Las razones que
fundamentan esta aseveracién son:

a) Su toxina es altamente sslectiva ¥ por tanto no se corre el
riosgo de provocar alghn tipo de dosequilibrie ecologico.

b)) La resistencia gque actualmente estin presgntande los vectores
a ios insecticidas comunmonte usados, ¥ los problemas
econdmicos gque &sto acarrea, aunado a esto el peligro
inminente de brotes epidemioldgicos de dengue y paludismo.
Asi como ia posibilidad de no estar exentos de las
enfermedades de palses vecinos (como es @i wTaso  del dengue
hemaorragico de Cuba)d.

Es importante bhacer notar la necesidad de desarrollar
mecanismos bien organizados para ltla prevencidn del punto (b}
avitando asi las medidas correctivas, gue se manejan actualmente.

La aceptacidn que ha tenido 5. thuringiensis en &l mercado
nacional, podria extrapolarse a A. sphasricus, aunguse su campn de
accion es diferente.

. El inter&és que h2 mostrado la comunidad cientifica mundial y
nacionatl al bacilo eontomotéxico, s enfoca a superar las
limitsciones que presentan para lanzarlo a nivel comercial o mas
pronto posible, comov muestra tenemos a los Laboratorios Abbot y
Stauffer.

Una poderocsa herramienta es la ingenieris gendtica, que
empisza a vtilizarse en 8. sphaericus, y se espera - que
aproximadamente en 5 afios surgan resultados alentadores, y asi
presenciar al tanzamiento de 1a cuarta generacidn de

insecticidas.,

Como ya se ha mencionade, se conocs una gran cantidad de
controles bioclbgicos, con los cuales se pueden hacer
combinaciones para crear una mazcla apropiada para cada
nacesidad.

Por lo tanto hay posibilidades muy amplias de controlar los
mosquitos en habitats diferentes. -

En la presente administracidn gubernamental (1988 - 1994 se
ha mostrado un gran interds por e! desarrollo de tecnologia
propia mostrandose un gran spoyo: Ya gque e] sector salud ha sido
denominado como prioritario, al igual que el ecoldgico. El propio
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secretarieo de Salud hs expresado a los medios masiveos de
comunicacisn s5U pPreocupacidn por las snfermadades transmisibles
pPor vectores.

Esto debera ser apoyade aderds con medidas normativas de la
misma Seeretaria de Salud v SEDUE con respecto a ia no
utiltizacidn de Ips insecticidas gquimicos.

Asi la correcta coordinacidn de esfuerzos fFueden conducir a
excelentes resultados a mediano piazo, con una tecnologla bien
desarrollada. siendo lo mejor, una ¢ :enoiogla propia y adecuada a
nusstras necesidades.
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