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ABREVIATURAS

DHF: Siglas en inglés para Fiebre hemorragica por def@mdengue hemorragico)
DEN-1: Serotipo tipo 1 del virus del dengue

DEN-2: Serotipo tipo 2 del virus del dengue

DEN-3: Serotipo tipo 3 del virus del dengue

DEN-4: Serotipo tipo 4 del virus del dengue

WHO: WorldHealthOrganization

OMS: Organizacion Mundial de la Salud (en inglés: WHO)

TDR: Siglas en inglés para Programa Especial para\estigacion y Entrenamiento en
Enfermedades Tropicales

DDT: Nombre comun de un pesticida organoclorado, cuyobme quimico (IUPAC) es
1,1,1-tricloro-2,2-bis (4-clorofenil) etano

AVAD: Afos de vida ajustados por discapacidad (en inBIiA&Y)
DALY: DisabilityAdjustedLifeYears, por sus siglas en exl

CDC: Centers for Disease Control and Prevention (enfedp&@entros para el Control y
la Prevenciéon de Enfermedades)

Kb: Kilo bases. Corresponde a 1.000 pares de bas&BNe ARN

FR: Factor de resistencia. Medida del nivel de restée a un compuesto quimico
encontrado en una poblacién estudiada con respaata poblacion de referencia

FRso: Factor de resistencia calculado sobre el 50% deablacion resistente

DL: Dosis letal. Dosis de una sustancia o compuesi,caal cierta proporcién de los
organismos expuestos a ella produce una respuestageriodo definido de tiempo

DL s Dosis letal de un producto quimico o bioldgico qeta el 50% de la poblacién

DL go: Dosis letal de un producto quimico o bioldgico qeta el 90% de la poblacién
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad viral aguda que aBdcter humano, es de amplia
distribucion geogréfica, y produce fiebre, dolor dabeza, dolor en musculos y
articulaciones, rash cutaneo o sarpullido, naugeasnitos. Algunas infecciones pueden
evolucionar en una forma mas severa de la enfempedanocida como fiebre
hemorragica por dengue (DHF) o dengue hemorragitsindrome que puede amenazar
la vida de las personas al provocar hemorragiasogks[Rigau-Pérez et al., 1998]. A
nivel mundial, el dengue es considerada la enfeachedral transmitida por artrépodos

mas importante y de mayor incidencia [del AngeQ&]0

Se conocen cuatro variedades o serotipos del delslengue, denominados: DEN-1,
DEN-2, DEN-3 y DEN-4, cada uno de los cuales puedelucir la enfermedad [The
Wellcome Trust, 2005]. El virus se transmite despea a persona por la picadura del
mosquitoAedes aegyptguién en los ultimos 80 afios se ha identificamtaa el principal
vector [Seccacini et al., 2008]. Actualmente, elsqoto Aedes aegyptha colonizado
nuevos territorios, llegando a paises en dondes ardese reportaba, aumentando asi su
distribucion geografica y posicionando al denguma@da enfermedad transmitida por
mosquitos de mas rapida dispersion a nivel muncialprtando 50 millones de casos al

afio aproximadamente [WHO/TDR, 2009].

No existe alin una vacuna contra el virus del denmudo que la prevencién y control de
la enfermedad se centran en el control del mosgeittor[Troyo et al., 2006]. El uso de
insecticidas para eliminar tanto los estados inmal(larvas, pupas) como los mosquitos

adultos, ha sido el método mas utilizado en todaweido, sin embargo, su eficacia se ha

1



visto disminuida en los ultimos 30 afios debidoesadrollo de mecanismos de resistencia

a estos quimicos en poblaciones del mosquito [GUD®®8; Rodriguez et al., 2007].

La aparicion de individuos resistentes a los inceets mas utilizados como el
organofosforado temefds, o el piretroide deltamatrise ha determinado gracias a la
realizacion de ensayos o pruebas de laboratorm gacthpo, en donde se expone a larvas
y/o adultos a diferentes concentraciones de unarims insecticidas[Rodriguez et al.,
2007]. Los resultados de estos ensayos han demostra creciente tendencia por parte
del vector a desarrollar resistencia a una amg@m@agde insecticidas, evidenciando la
necesidad de realizar pruebas sistematicas pardamezm los niveles de susceptibilidad
del mosquito en los programas de vigilancia entogioh [Bisset et al., 2009; Rodriguez

et al., 2002].

En Honduras, la lucha contra el mosquito transmisdrdengue se lleva a cabo casi
exclusivamente mediante el uso de insecticidasicplarmente temefds (mas conocido
como Abate)para la eliminacion de larvas durantieathmiento focal en recipientes que
almacenan agua, y deltametrina como adulticida @n programas de rociado

peridomiciliario. En afios recientes sin embargs tasos de dengue se han ido
incrementando y la infestacibn de mosquitos pamecedisminuir a pesar del uso

continuado de insecticidas, lo que podria indi@raparicion de resistencia a estos
productos [Bisset et al., 2009; Silva et al., 20@8jbido a lo anterior, el presente estudio
aporta datos sobre el nivel de susceptibilidachsgéticida organofosforado temefos, en
muestras déedes aegyptiolectadas en tres colonias del Distrito CenDapartamento

de Francisco Morazan, para contribuir con las @lddes de Salud del pais en la toma de



decisiones sobre las estrategias a seguir en wlofytara lograr un mejor control del

dengue, proveyendo evidencia cientifica sobredat®idad de dicho insecticida.

Este estudio se llevé a cabo mediante la ejecudadnioensayos en laboratorio siguiendo
los procedimientos establecidos en el protocola pdaterminar la susceptibilidad o
resistencia a insecticidas de mosquitos de la espkedes aegyptide la Red
Latinoamericana de Control de Vectores [Bissetlet28005]. El objetivo general del
estudio fue: evaluar la susceptibilidad al insédtidemefds (Abate) en larvas Aedes
aegypti (Diptera: Culicidae) colectadas en el Distrito €al Francisco Morazéan. Los
objetivos especificos fueron: determinar el gradcsdsceptibilidad al larvicida temefés
(Abate) de larvas déedes aegyptcolectadas en las colonias Manchén, Villanueva y
Kennedy ubicadas en el Distrito Central, medianteertsayos utilizando la cepa
Rockefeller como control; determinar la dosis I€Eil) del temefds (Abate) que produce
una mortalidad del 50%y 90% de las larvas procedenie poblaciones de campo

expuestas a distintas concentraciones del larvandayado.

La hipoétesis del estudio plantea que el grado deepiibilidad al larvicida temefos
(Abate) de dos colonias de larvas Aledes aegyptestablecidas a partir de muestras
colectadas en las colonias Manchén, Villanueva ynédy ubicadas en el Distrito
Central, es similar al grado de susceptibilidad pp@senta la cepa de referencia empleada

en el estudio.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 El dengue

El dengue es una enfermedad febril producida poviws perteneciente a la familia
Flaviviridae y al géneroFlavivirus [del Angel, 2006] Se conocen cuatro serotipos o
variedades del virus, denominados DEN-1, DEN-2, BEE\NDEN-4, los cuales circulan
por todo el mundo de forma heterogénea[Varela and2003]. EI génerd-lavivirus
incluye mas de 70 diferentes virus, muchos de laasles causan importantes
enfermedades al hombre, como la fiebre amarilédgré del Nilo occidental, encefalitis
de San Louis, encefalitis transmitida por garrapdtaencefalitis japonesa y el virus del

dengue [The Wellcome Trust, 2005].

2.1.1 Distribucion del dengue y d&édes aegypti

La distribucion geografica de la enfermedad cowadp con la distribucion del mosquito
vector, elAedes aegyptie incluye las regiones tropicales y subtropicdielsmundo, en
donde se encuentran ademas los paises con magoeesias econdémicas y de salud [del
Angel, 2006] (Figura 1). La infeccién por el virdel dengue es un importante problema
de salud publica a nivel mundial, ya que se disarnon mucha rapidez incluso en paises

de regiones templadas como Estados Unidos y Cqwad®/TDR, 2009].

2.1.2 Poblacion y areas afectadas por la enfermedad

En paises del Sudeste de Asia como Tailandia enésil, la mayoria de casos de dengue

hemorragico ocurre en nifios menores de 15 afiokpyomedio de edad de los nifios



hospitalizados es de 6 a 8 afios [The Wellcome TRQ5]. En Centro y Sur América

por el contrario todos los grupos de edad se vectados, con manifestaciones clinicas
similares[Rigau-Pérez et al., 1998]. La incidencla dengue clasico y dengue
hemorragico siguen en aumento cada afo, con piedsadsmision en los meses de
lluvia[Rosa-Freitas et al., 2006]. La infeccion mbwvirus afecta principalmente las areas
urbanas y semiurbanas, y es considerada una emnf@dnreemergente en el trépico y

subtrépico, presentdndose como endémica o epid¢mtieaWellcome Trust, 2005].

[ ] Areas infested with Aedes aegypti
Bl Areas with Aedes aegypti and dengue epidemic activity

TRENDS in Microbioiogy

Figura 1. Distribucion mundial del dengue en 2001, mostrartiwesurgimiento del
vector y la enfermedad. Duane J. Gubler, 2002. défpid dengue/dengue hemorrhagic
fever has a public health, social and economic Iprobin the 21th century [Gubler,

2002].



2.2 Importancia del virus del dengue

La fiebre del dengue (llamada también dengue dfsjcsu forma severa, la fiebre
hemorragica del dengue, son consideradas las exdadas transmitidas por vectores
mas importantes diseminadas en el mundo [Chen &g 2006]. Se estima que 2.5
billones de personas viven en paises endémicos |lpaemfermedad y de 50 a 100
millones se infectan anualmente con el denguecdasi 500,000 desarrollan dengue
hemorragico[Pérez-Guerra et al., 2005]. La inciteria aumentado 30 veces en los
ultimos 50 afos, aumentando ademas el numero gespam donde antes no se reportaba,
y el nimero de casos en las zonas rurales en sermedécada (Figura 2)[WHO/TDR,

2009].

El virus es endémico en méas de 100 paises, prinu@pde en las regiones de Africa, el
Sudeste de Asia, el Mediterraneo, el Pacifico Gxttal y América, en donde mata a mas
personas que cualquier otro arbovirus [Troyo et24l06]. Para el 2008, en la region de
las Américas se reportaron 908,926 casos de denlfisco y 25,696 de dengue

hemorragico, con 306 casos fatales [Pan Americattt©rganization, 2008].

En Honduras la enfermedad del dengue fue detectadialmente en 1977 en los
departamentos de la costa norte y desde esa feattzene un caracter de endemismo en
el pais [Avila Montes et al., 2004]. Al igual que etros paises del tropico y subtropico,
el control de la enfermedad se realiza mediantasel de insecticidas tanto para los
estados larvales como para los mosquitos aduléwa. @ control focal de larvas se utiliza
el larvicida organofosforado temefés (Abate), miamtque para el control de los

mosquitos adultos se utiliza actualmente el pir@¢radeltametrina. La resistencia al



temefds reduce la eficacia del control quimicordekquitoA. aegypti y puede provocar
altos niveles de infestacion, situacion que incrgmel nimero de casos de dengue y

dengue hemorragico a un grado alarmante.

2.2.1 Formas severas del dengue

En algunos casos la infeccion por dengue puedei@oolar a una forma severa conocida
como dengue hemorragico, un sindrome que puedeaaarefa vida de los pacientes
principalmente debido al incremento de la permedddl vascular y el shock. En

Ameérica, se reportaron para el periodo de 20010¥ 20 total de 4,332,731 casos de
dengue, de los cuales, 106,037 correspondierors@s aie dengue hemorragico, el cual

alcanzo un porcentaje de fatalidad de 1.2% [WHO/TEIR9].

Isoterma de Enero

- Paises o zonas en riesgo
(hasta el 1 de Noviembre de 2008)

Figura 2. Paises/zonas en riesgo de transmision del den@seisbhtermas de enero a

julio, indican los limites geograficos de supervieida potenciales dehedes aegypti

durante todo el ailo [WHO/TDR, 2009].



2.3 Aspectos de la infeccion y enfermedad del dereyu

2.3.1 Manifestaciones clinicas del dengue y dehgneorragico

Tras una infeccion por el virus del dengue, las ifeataciones clinicas van desde un
proceso asintomatico a la aparicion de fiebresmntapes, dolor de cabeza, dolor retro
orbital, dolor de cuerpo y articulaciones, debilidasarpullido, nauseas y vémitos [Troyo
et al., 2006]. El periodo de incubacion es de 4déag (puede variar de 3 a 14 dias) en los
cuales persiste la fiebre y una sensacion de caioswpnlebilidad que suele durar muchos
dias después del periodo febril. La gran mayoritaslénfecciones en nifios menores de
15 afos suelen ser asintomaticas o de intensidadrnggie en personas adultas[Rigau-

Pérez et al., 1998].

Los casos de dengue hemorragico y sindrome de ehmaudengue (la forma mas grave
de la enfermedad) se caracterizan por presentabtratopenia severa, hemorragia leve
0 aguda, leucopenia y hepatomegalia, aunado ansist@ersistentes como dolores de
cabeza, mialgias y artralgias. Se ha observado @lgore adicionalmente al efecto de la
carga viral y al serotipo del virus, una respudstaune anormal o deficiente del

hospedero tras la infeccion, puede contribuir a spidesarrolle un dengue hemorragico
[Chiou-Feng et al., 2006]. El principal cambio disatoldégico que determina la gravedad
de la fiebre hemorragica del dengue y la diferedeida fiebre de dengue clasico, es la
fuga del plasma hacia la matriz extracelular debidi disfuncién endotelial[Rigau-Pérez

et al., 1998].



2.4 Biologia del virus

2.4.1 Estructura del virus

El virus del dengue es un virus de ARN de cademzilt®e y polaridad positiva que
contiene entre 10,700 y 10,900 pares de bases-1007kb), envuelto por una
nucleocapside icosahédrica rodeada por una enaollpidica con un diametro
aproximado de entre 40 a 50 nm [del Angel, 2008].g&noma del virus codifica
informacion para la sintesis de por lo menos 1@efmas, 3 proteinas estructurales: C, M,
E y 7 proteinas no estructurales: NS1, NS2A, N32B3, NS4A, NS4B, NS5[Mellado-
Sanchez et al., 2005]. La proteina E (envoltura))aeresponsable de las principales
actividades biologicas del virus, como la hemagadion, neutralizacion, union a
receptores celulares y neurotropismo. La proteinasvun polipéptido no glicolisado,
localizado en la membrana, que interactia condéefira E, asi como con el complejo

ARN/proteina C [Varela and M, 2003].

Aungue no se conoce con certeza la funcion dert@sipas no estructurales, se sabe que
estan ausentes en el virus maduro (virion finaBeynecesitan en etapas clave de la
replicacion viral, como la sintesis de poli progsin(proteasas) y la replicacion del
genoma viral [Zhao et al., 1987]. Algunas de ellasen importancia desde el punto de
vista inmunolégico (p. e. NS3 y NS1) ya que indulzerespuesta inmune celular por los
linfocitos T CD4+ y CD8+ [Varela and M, 2003]. Seee que la NS1 interviene en la
maduracién del virus, ya que se ha visto asociadala proteina E inmadura. Las
proteinas no estructurales NS2A, NS2B, NS4A y N$tBbablemente intervienen en la

sintesis de poli proteinas como la proteasa NSEBNE2 NS5 es la proteina viral mas



grande y se cree que contiene ARN dependiente ltagrasa de ARN [The Wellcome

Trust, 2005].

2.5 Transmision del virus

En América, el virus del dengue permanece en laralaza mediante un ciclo de
transmision que sigue la ruta hombre-mosquito-heml®@PS, 1995]. El ciclo de

transmision en las areas urbanas comienza corcdayra de un mosquito hembra del
géneroAedes,infectado con el virus, a una persona susceptibkana. El virus se

multiplica dentro del huésped humano, quién ah@acapaz de transmitirlo a un
mosquito sano cuando este se alimenta de su s&igtieus se multiplica en el mosquito
y pasa a otro humano susceptible cuando este se\aialimentar [The Wellcome Trust,

2005].

2.6 Vector

2.6.1 Clasificacion Taxondmica

Los mosquitos de la familia Culicidae, en la queeseuentra la especiedes aegypti
(subgénerdstegomyiale acuerdo a revisiones taxondémicas actuales) noscansmisor
del dengue, se clasifican dentro del Orden Dip{dascas y mosquitos), Familia
Culicidae, subfamilia Culicinae, Tribu Aedini, géaeAedes(23 subgéneros) con 363
especies (incluidaegypt) y la especidedeqStegomyiaaegypti,distribuidas en todo el

mundo y en la region Neértica [Harbach, 2007]
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Muchos mosquitos son pestes o vectores de enfedeedme afectan al hombre y a los
animales domeésticos. Entre los patdgenos transmitgbr mosquitos tenemos virus
(arbovirus) como la fiebre amarilla y el denguesanos (helmintos) como la filaria, y
protozoarios como dPlasmodium spp agente etioldgico de la malaria. Menos de 150
especies conocidas pertenecientes a los geAergshelesAedesy Culex son la causa
indirecta de mayor morbilidad y mortalidad entrs lmumanos en relacion a cualquier

otro grupo de organismos [Harbach, 2007].

2.7 Ciclo de vida del vector

Las hembras adultas del mosquAedes aegyptdespués de alimentarse de sangre
humana, depositan entre 50 y 500 huevos sobreparf@ie del agua en diferentes
receptéaculos artificiales (a veces en habitatsrais), principalmente en agua limpia.
Los huevos eclosionan en condiciones de tempergturamedad adecuadas, aunque
pueden permanecer viables por varios meses (hastarc afio) en ausencia de humedad.
Al eclosionar los huevos comienza el desarroll@ukgro estadios larvales acuaticos que
pueden durar entre 7 y 9 dias, pudiendo variarcderdo a la temperatura (temperaturas
menores a 25°C retardan el crecimiento), alimentd@nsidad de larvas [The Wellcome

Trust, 2005].

Las larvas se alimentan de bacterias y flotan sddreuperficie para respirar. Al
completarse los cuatro estadios larvales, se ad#lsatma pupa o ninfa, la cual puede
durar entre 2 y 3 dias a 25°C. En esta etapa eealinhentacién y se distinguen dos
regiones corporales: cefalotérax y abdomen. Cualadgpupa estd completamente

formada, comienza a respirar aire, la presion matemumenta y emerge el mosquito
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adulto, quien se apae alrededor de 24 horas después de emerger. DesptL
aparearse, las hembras inseminadas podran alimentarse de sangre en un lapso ¢

y 36 horas (Figura 3rhe Wellcome Trust, 200.

ie Trt, 2005

2.8 Morfologia delarva y adulto

2.8.1 Caracteristicas de la la

La fase de larva es esencialmente acuatica, mévil y con cuatro estadios de dese
los que se incrementa el tamafio y se definen caracteristicas taxonémicas recc
[Rossi and Almirén, 200. El cuerpo esté dividido en tres regiones densamente cul
de setas (“pelos”): cabeza, térax y abdomen (Figura 4). Cabeza: las antenas son
la mitad de la longitud de la cabeza y carecen de espiculas. La-C se ubica por

delante de la seta®; y posee de 4 a 7 ramificaciones cortas (Figur
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Torax: espinas laterales muy evidentes. Abdomemo segmentos abdominales, el sifén
esta moderadamente pigmentado y posee un peinetdlpede espinas con dos 0 mas

denticulos sub-apicales (Figura 6).

HEAD

THORAX

ABDOMEN

segment VIII
siphon

anal segment or
segment X

Figura 4. Vista dorsal de una larva de mosquito del
géneroAedegqvista lateral de los segmentos VIl y X).
Fuente: Rueda, 2004.
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. . seta 6-C
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\8847)

seta 5-M

seta 2-
seta 1-

Figura 5. Vista dorsal de la cabeza, torax y
abdomen (en parte) de una larva del géderdes
Fuente: Rueda, 2004. 13



Abdomen: brocha ventral (4-X) formada por cincoegaie setas; de seis a doce dientes
en el peine (“combscales”) del segmento abdomirldl dispuestos en una fila y con

espinas sub-apicales presentes (Figura 6).

siphon
pecten

comb scales
anal segment
saddle

seta 1-X

ventral brush or
seta 4-X

Figura 6. Vista lateral del abdomen (en parte) de
una larva del génerdedes Fuente: Rueda, 2004.

2.8.2 Caracteristicas del adulto

Los machos son mas pequefios que las hembras ynpasemas mas pilosas (con un
mayor namero de ramificaciones). El pico (“probe¥ces largo, de tipo chupador en
machos y picador-chupador en las hembras. Tant®\gesacomo hembras poseen una
coloracién oscura (castafio o negro) con ornamemesicontrastantes de color blanco
plateado sobre la cabeza, escutelo (scutum), paabslomen (Figura 7Ae. aegyptise
distingue de otras especies del género debido eelgt@@ax presenta un caracteristico

disefio en forma de “lira” sobre el escutelo (Figgir@Becker et al., 2010].

Cabeza: Clipeo (“clypeus”) con escamas blancagppainaxilares (a ambos lados de la

proboscis) mas largos en machos que en hembraax:Téscutelo de color negro o
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castafio con un par de rayas blancas en posicidgitidmal-sub medial, formando
ademas un disefio en forma de lira; porcién antelebfémur de la pata media con una

raya blanca longitudinal [Rueda, 2004].

proboscis

antenna

HEAD

foreleg

THORAX wing
vein Cu
vein 1A
femur

ABDOMEN

abdominal terga

’, \47 hindleg
1 = |

Figura 7. Vista dorsal de una hembra adultaAkxles aegypti

Fuente: Rueda, 20(

proboscis

anlenna

maxillary palpomere 4

clypeus

vertex
occiput

scutum

alula

scutellum

Figura 8. Vista dorsal de la cabeza y térax de un mosquito
Aedes aegyptiFuente: Rueda, 2004.
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2.9 Ecologia del vector

2.9.1 Habitat (Sitios de ovipostura/criaderos)

Una de las caracteristicas que distingéedes aegyptie otras especies de mosquitos es
su habilidad de completar su desarrollo pre adettauina gran variedad de recipientes
naturales y artificiales; esto unido al aumentoleaedo en el nidmero de criaderos
larvales generados por la actividad como consecaede patrones culturales y
tradicionales, garantiza una permanente dispodddlide criaderos potenciales para esta

especie [Mazine et al., 1996].

Estudios realizados en Cuba reportan la preserecest® mosquito en diferentes tipos de
depadsitos artificiales, floreros, charcos de ahuacos de arboles, estanques y recipientes
de almacenamiento de agua para el consumo humaoi§>1977; Pérez, 1956] . En
muestreos realizados en 11 islas del Caribe dul®88-1989, se encontraron 54 habitats
potenciales para la cria de mosquitos por casdlgme la atencion sobre la significacion
sociologica de los recipientes por viviendas, junta ecologia de las larvas de A. aegypti

para el desarrollo exitoso de un programa de eaadin [Nathan and Knudsen, 1991].

El mosquitoAedes aegyptes considerada una especie altamente antropoyiicque
prefiere criaderos ubicados dentro y fuera de désa< en areas urbanas, depositando sus
huevos en recipientes artificiales que contienamdgnpia almacenada [Ponlawat and
Harrington, 2005]. En ambientes naturales, las maswtbepositan los huevos en cualquier

receptaculo que contenga agua, como huecos ereafficunoda et al., 2010]. Los
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recipientes en donde suelen depositarse los hisarosnuy variados, varian localmente
de pais a pais, y estan estrechamente relacionhdlmsacenamiento de agua y al manejo

de desechos solidos [The Wellcome Trust, 2005].

Entre los principales sitios de anidamiento (puegtdiuevos) tenemos micro y macro-

ambientes dentro y alrededor de las casas, com@adlaisadas, pilas, cisternas o tanques
de almacenamiento, barriles (de madera, metalsig@d, cantaros o jarros, macetas para
plantas, latas descartadas (pintura, alimentok}asele bateria de automévil descartadas,
bromelias (plantas), agujeros en arboles, bebed#zoanimales, botellas (plastico o

vidrio), canales de desagle, entre otros (Figur®dhtro de las casas los mas comunes
son los floreros, las bases de macetas y conteze@eruefios como botellones o baldes
plasticos [The Wellcome Trust, 2005]. Muchas vdegsresencia de vertederos cerca de
rios y quebradas o cerca de los domicilios, dep®sié chatarra, patios con acumulacion
de basura, proveen espacios en donde los mosquigolen prosperar[Pérez-Guerra et al.,

2005].

2.9.2 Comportamiento de alimentacion del mosquito

Se sabe que tanto la sangre como el azucar sorerddisn fundamentales para la
supervivencia y la reproduccién de las hembras dsgoitos[Rui-De et al., 2008]. Sin
embargo, para la mayoria de las especies de mosglstsangre constituye un alimento
esencial para producir huevos viables, ya que fateimnas contenidas en esta, aseguran
una mejor calidad. En experimentos de laborataitna observado que las hembras de
Aedesy Anophelesnantenidas con sangre de animales vivos, ponemayor numero de

huevos durante su vida y viven mucho mas que aguelimentadas Unicamente con
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azucar. Se han utilizado exitosamente varias espel@ animales vivos como fuente de
sangre, como ratones, ratas, cobayos, hamstenass jeonejos, pollos, monos e incluso

humanos[Pothikasikorn et al., 2010].

Los mosquitos difieren en sus hébitos de alimedtayi reposo. Especies que prefieren
alimentarse en el interior de las viviendas somdldas endofagicas, mientras que las que
se alimentan en el exterior se denominan exofdgicas hembras que reposan en
exteriores después de alimentarse, son llamadaSliee®y y las que lo hacen en

interiores endofilicas. Existen especies ornittdBi ya que prefieren alimentarse de
sangre de aves, zoofilicas cuando se alimentatra® especies animales y antropofilicas

cuando su principal fuente de alimento es el horfibeeker et al., 2010].

2.9.3 Actividad del mosquito

Aedes aegypteés un mosquito que pica principalmente en horaslide aunque puede
alimentarse por la noche de acuerdo a la dispdadabilde huéspedes humanos y de las
horas en los que estos estan activos. Esta cdséickelen el comportamiento alimenticio
del vector, explica porqué las mujeres y los ni@osdad pre-escolar, son el grupo con
mayor riesgo de contraer dengue. Durante el dig, dos momentos en los que el
mosquito es mas activo: en las primeras horas aeaf@ana, y las Ultimas horas de la
tarde. El mosquito puede picar mas de una vez ywsade una persona cada vez que se
alimenta. Las hembras adultas de aegypti se alimentan muchas veces antes de
completar su ciclo gonadotropico (ciclo de puesthfual requiere dos o mas dias para
gue la hembra pueda digerir el alimento, ponemlosvos y volver a alimentarse [The

Wellcome Trust, 2005].
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Figura 9. Criaderos comunes dAedes aegypti(1) Llantas; (2) Pilas, lavabos; (3)
Tanques elevados; (4) Barriles; (5) Cantaros ofs; (6) Floreros; (7) Latas de pintura;
(8) Ladrillos huecos; (9) Huecos en éarboles; (luétes; (11) Bromelias; (12) Latas
descartadas; (13) Bebederos de animales; (14)I&xat€l5) Restos de botellas en muros;
(16) Canales de desague. Tomado de Wellcome T35 (adaptado de J.

Moquillaza/OPS).

2.9.4 Oviposicion

Las hembras ponen sus huevos en muchos sitiosemiésr durante un ciclo
gonadotrépico, un comportamiento llamado “saltcodiposicion” el cual se sugiere es
una estrategia para evitar el hacinamiento enssdande el alimento para las larvas
podria escasear[Tsunoda et al., 2010]. Se ha @kerue algunos contenedores de agua

son pasados por alto durante la puesta de hueas)gue no se tiene claro qué factores
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determinan la idoneidad de los sitios de puesta,aamacteristica comun es la presencia

de agua limpia con algunos detritos[Hemme et @D92

2.9.5 Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario comienza casi inmediataedespués que los huevos han sido
depositados sobre una superficie cercana al agupertbdo de tiempo para que los
embriones estén completamente formados, varia 2ntré dias (o mas) dependiendo de
la temperatura. Temperaturas cercanas a los 3@WR&eicen un desarrollo mas rapido

[Becker, 1989].

2.9.6 Eclosion

Los mosquitos del géneArdeshan desarrollado un sofisticado mecanismo el aglla

el proceso de eclosién, como una adaptacion allasuéntes condiciones abidticas

existentes en cuerpos de agua temporal, donde astien. Después de la puesta de los
huevos (generalmente en los meses de verano)nbgomes entran en un estado de
diapausa que asegura la eclosion hasta que lasciooves climaticas e hidrolégicas

permitan el desarrollo de las larvas hasta su estddito [Becker et al., 2010].

2.10Control del vector

2.10.1 Uso de controles biolégicos

El control bioldgico, en un sentido amplio, se defcomo la reduccion de una poblacion
blanco mediante el uso de organismos depredagmessitos, patdgenos, competidores o

toxinas producidas por microorganismos[Woodring &malidson, 1996]. El control
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biologico de larvas y pupas dAedes aegyptimediante el uso de organismos
depredadores y parasitos, es una alternativa vigbgegura al tradicional uso de
insecticidas quimicos, ya que a diferencia de adtosos, no tienen un impacto nocivo

sobre el medio ambiente y tampoco inducen resist¢htarti et al., 2004].

2.10.2 Historia del uso de insecticidas

Muchos de los esfuerzos por combatir enfermeda@desritidas por vectores se han
centrado en la eliminacion del vector mediante sl de insecticidas, que en muchos
casos, ha sido el unico método viable para carttat enfermedades. Algunos ejemplos
son las camparfas de fumigacion a gran escala cdneba década de 1950 y 1960 que
redujeron drasticamente la prevalencia de malaridsta y los programas de fumigacion
aérea con temefds contra la oncocercosis (ceguedasdrios) en zonas riberefias de

Africa occidental entre 1970 y 1980 [Paul et 200&].

Entre 1940 y 1950, se logré disminuir la prevalard®l dengue y de otras enfermedades
transmitidas por mosquitos en muchas partes deldmuwon la introduccion de
insecticidas organicos sintéticos [Thacker, 2008ki mismo, una campafia de
erradicacion dé\. aegypti mosquito vector del dengue, llevada a cabo dasrelécadas
de 1960 y 1970 en América por la Organizaciéon Mainde la Salud (OMS), logro
reducir la incidencia de la enfermedad. Sin emhailgbido a que no se continud con la
vigilancia y con las medidas de control, hubo estdciones posteriores del mosquito
gue conllevaron a la aparicién de brotes en paisésCaribe, Centro y Suramérica

[WHO/TDR, 2009].
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El mosquitoA. aegypties el principal vector del virus del dengue en Aca€ y en la

mayoria de los paises del sudeste de Asia [Hamrabmadl, 2007]. Las estrategias de
control del vector se han basado en el uso de praslguimicos y controles biolégicos
dentro de programas de manejo medio ambiental[Duguea et al., 2004]. Para la
década de 1990 fue evidente en muchos paises decAméa necesidad de involucrar a
las comunidades, con el fin de lograr programageniddes de control, tanto en la

planificaciébn como en la ejecucion de las accigB@schez et al., 2008].

El costo econdémico y social del dengue es muy akpecialmente en paises endémicos
para la enfermedad, en los que la pérdida de lacodgd productiva debido a la
enfermedad, compromete su bienestar laboral. Esthda prematura del estado de salud
de la poblacién, se ha calculado mediante un iddican salud denominado DALY
(Disability Adjusted Life Years) o AVAD (Afos deda ajustados por discapacidad), el
cual corresponde a los afios de vida saludable doesrdpor enfermedad, que en la
infeccién por dengue, esta en el rango de 420 p6b8ada millon de habitantes por afio

[Hammond et al., 2007].

2.10.3 Clasificacion de insecticidas

Los insecticidas usados para el control de mosg|piéstenecen a cuatro grandes grupos
guimicos: (1) Hidrocarburos clorados; (2) Organt#tus (OP); (3) Carbamatos; y (4)

Piretroides. También se utiliza un grupo espe@abdhinado reguladores del crecimiento
(IGR), que junto con los anteriores, se agrupanccmsecticidas de segunda generacion.
Ademas, preparaciones comerciales a base de bactain estado disponibles como

agentes microbianos desde comienzos de 1980y hastita@o un componente
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importante en los programas de control de mosq@ito&uropa y Estados Unidos de

Norteamérica [Becker et al., 2010].

2.10.4 Efectos del control quimico

En enfermedades como el dengue, para la cual alse reuenta con una vacuna que
proteja contra la infeccion de los cuatro serotigelsvirus, la prevencion y la reduccion
en la transmision de la enfermedad continla depaddien forma exclusiva del control
del vector[Kongmee et al., 2004]. Las intervencgren insecticidas sintéticos siguen
siendo necesarias para controlar la explosion pmirial de mosquitos, particularmente
cuando surgen brotes epidémicos, sin embargo;oeprdongado de estos productos ha
generado contaminacion ambiental, efectos toxicosnamiferos, efectos adversos en
otros organismos, y el desarrollo generalizado esistencia en poblaciones del

mosquito[Sutthanont et al., 2010].

A pesar de los potenciales efectos adversos, al@isusecticidas sintéticos puede reducir
significativamente la transmision de enfermedadassmitidas por artrépodos, como es
el caso de la malaria, la cual ha reducido su @aas@al de mortalidad de 6 millones en
1939 a 2.5 millones en 1965, y a cerca de 1 méidri991. Avances similares se han
alcanzado en otras importantes enfermedades tlepiocomo la fiebre amarilla,

enfermedad del suefio, virus del Nilo Occidenta grifermedad de Chagas [Yu, 2008].

Por lo anterior, y debido particularmente a la mp@m de mecanismos de resistencia a los
insecticidas mas ampliamente usados, es necesaplementar sistemas de control
integrales, en los que se combinen diferentestegias junto con el tratamiento con

insecticidas, como el uso de controles biolégicaahgbidores del crecimiento de las
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larvas del vector, métodos que han demostradofisaces [Krysan and Dunley, 2010].
Ademas, se necesita la voluntad politica, coorddmamtersectorial, participacion activa
de la comunidad, y el fortalecimiento de la legigla nacional, para lograr un enfoque

ecosistémico que asegure mejores resultados a fiBanchez et al., 2008].

2.11Fichatécnica del insecticida temefos

2.11.1 Introduccion

El temefds, comunmente conocido por una de susulésitomerciales de nombre Abate
(grado técnico 98%), ha sido y sigue siendo elytaga de mayor uso en las Américas,
Particularmente en programas de salud publica glacmntrol de larvas del mosquito

transmisor del denguededes aegypt[Red Latinoamericana de control de vectores,

2005].

2.11.2 Descripcion del temefés

El temefés es un plaguicida organofosforado, ntémsigo, que actla por contacto e
ingestion. Interfiere la transmision de los impslsoerviosos por inhibicion de la
acetilcolinesterasa. Se utiliza principalmente coadulticida y larvicida en diversos
grupos de insectos y otros animales. Su nombreicuiftUPAC) es 0,0,0,0-tetrametil-
0,0’-tio-di-p-fenile bis(fosforotioato); su niumerguimico de identificacion es N° CAS
3383-96-8;su férmula global esdB,:0sP.Ss. Tiene un peso molecular de 466.48kd y su
estructura quimica se describe en la Figura 10fiinstNacional de Ecologia de México,

2009].
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Figura 10. Estructura quimicdel temefésFuente: Instituto Nacional de Ecologia

México (INE), 20009.

Por sus propiedades fisicoquimicas, el temefos esta dotado de un elevado coefi

repartooctanol/agua, que favorece sbsorcion en los sedimentos y su acumulacic¢
los tejidos ddos organismos vivos en condiciones naturales. No obstante, los estu
medios acuaticosuestran una degradacion relativamente rapida del compuesto f
(50%degradado en 15 a 17 dias).ademas un compuesiiposoluble, pero se degra

con bastante rapid¢Bisset et al., 200..

Las formulaciones liquidas de temefds contienen disolventes organicos que pt
Inflamablesy peligrosos al ser expuestos al ¢. En caso de combustion se denden
gases toxicos e irritanteBntre otras formulaciones, el mercado ofrece algunos proc

de liberacién lenta debmosto y largo efecto resid [Bisset et al., 200..

2.11.3 Usos del temefés

El temefds es de uso industrial y urbalEn el primer caso se utiliza en plan
formuladoras de plaguicidas, como ingrediente activo. En el medio urbano se u:
control de arafas, alacranes, chinches, cucarachas, pulgas, hormigas, moscas,

culicidos (mosquitos con un par de alecuyas larvas se desarrollan en el agua), gu

rojo del arroz y triatdbminos (chinches que se alimentan de sangre), entre otros.
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especialmente activo contra larvas de mosquitgegs, piojos domésticos, catarinita de
la papa y otros insectos. Se aplica manualmentferera granulada (en recipientes que
contienen agua almacenada) y en forma aérea mediagiado utilizando un aeroplano

[RAP-AL, 2009].

En el ambito sanitario, el temefds se usa a niveldial en campafas de salud publica
para el control de larvas de mosquitos, especidbndmAedes aegyptiprincipal vector

del dengue en el hemisferio occidental. Para eimias larvas dé. aegyptien su fase

de desarrollo, se aplica temefés en los deposigoagilia donde se encuentran, desde
recipientes de uso domeéstico hasta aguas con maagass estancadas, charcos,
ciénagas, lagos, lagunas y pantanos [Institutodwatide Ecologia de México, 2009].

El recrudecimiento de la enfermedad en Américaniaagie debe a un mayor niumero de
criaderos de mosquitos y en algunos casos al ddeate resistencia de los insectos a

los productos insecticidas comerciales en uso [RAP2009].

2.11.4 Efectos en la salud del hombre

Los seres humanos pueden absorber el temefostmaaion, ingestion, por la piel y por

los 0jos. Se sabe que en su presentacion urbanidizgdo siguiendo las indicaciones del
fabricante, el temefds no es téxico para los humasiempre y cuando no se utilice en
concentraciones por arriba de 1 ppm (1 mg/l) entegede agua para consumo[RAP-AL,

2009].
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2.12Evaluacién de la resistencia a temefos en digtis regiones del mundo

2.12.1 Hallazgos en el Sudeste de Asia

En la ciudad de Kuala Lumpur, estado de Selangatasia, Chen et al (2005) llevaron a
cabo bioensayos para determinar la susceptibiletaghoblaciones dé. aegyptiy A.
albopictusal larvicida organofosforado temefos. La coleatantliestras se llevd a cabo
en cuatro localidades seleccionadas por el altoendinde casos reportados. Los
resultados de las pruebas mostraron que tAntaegypticomo A. albopictushabian
desarrollado resistencia al temefds, con valoresmoetalidad por debajo del 60%

después de 24 horas de tratamiento [Chen et 85)20

En otro estudio realizado en Malasia, en dondeetermino la tasa de resistencia de
larvas deA. aegypti, A. albopictuy Culex quinquefasciatua los organofosforados
temefds y malation y al piretroide permetrina, sendstro que ambas especiesfAaeles
eran tolerantes al temefds y quegQinquefasciatugesarrollo alta resistencia al malation

y permetrina [Hamdan et al., 2005].

En Tailandia, se han realizado andlisis bioquimipasg determinar el rol de ciertas
enzimas en la adquisicion de resistencia por pdeté. aegyptiy A. albopictusa

diferentes insecticidas. Los resultados muestranlguactividad de oxidasas de accién
multiple podria ser responsable de la resistereid. degyptia piretroides, mientras que
una mayor actividad de esterasas no especificaglepuwmnferir resistencia a

organofosforados [Pethuan et al., 2007].
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2.12.2 Hallazgos en América

En Cuba y Venezuela, en donde las primeras epidedgadengue hemorragico se
presentaron en la década de 1980, se han realua€osayos para detectar el grado de
susceptibilidad deA. aegyptia diferentes insecticidas (en su mayoria adudigiad
excepcion de temefds). Rodriguez et al (2001) emeayocho diferentes insecticidas:
temefds, malation, fention, metil-pirimifos, clonpds (organofosforados), deltametrina,
lambdacialotrina y cipermetrina (piretroides), camgmdo cuatro cepas e aegypti una

de Cuba y tres de Venezuela. En este estudio encomtque las cepas de Venezuela
presentaron un bajo nivel de resistencia a femmog malation, pero un nivel mayor de
resistencia a temefos, metil-pirimifés y clorpisfoAdemas, todas las cepas fueron
susceptibles a piretroides, excepto la cepa de,Qalzaial mostro un nivel moderado de

resistencia a cipermetrina [Rodriguez et al., 2001]

En un estudio mas reciente, Rodriguez et al (2Q@itizando tres cepas d& aegypti,
dos cepas provenientes de dos consejos populate$luwdcipio de Guanabacoa,
Provincia de la Habana, Cuba (zonas con altosdadie infestacion del mosquito), y una
cepa de referencia (Rockefeller), encontraron gas larvas ensayadas eran
completamente susceptibles a los organofosforaddatiom, clorpirifés, metil-pirimifés

y al carbamato propoxur, pero altamente resistentemefés y fentién [Rodriguez et al.,

2004].

En Lima, Perq, tras una evaluacion del efecto uasidel temefds en larvas ée aegypti
encontradas en tanques de concreto en el dis&i®ad Juan de Lurigancho, al norte de

Lima, los resultados difirieron cuando se compaadmiortalidad de las larvas en
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condiciones de campo y laboratorio, durante unogeride 14 semanas. Los resultados
demostraron que en los tanques de concreto tratatos ppm de temefds, la mortalidad
se mantuvo en 99,7% después de 24 horas de tratamie no se evidencio
recolonizacion hasta la semana 14, en el laboocatsei evidencid una disminucion
semanal de 11% de la mortalidad desde la séptimarse Se concluyé que no hubo
evidencia en condiciones de campo de eficaciauabkiisminuida del temefos a la*14.
semana de aplicacion. Este tipo de estudios pusstfemuy Utiles si se realizan de forma
rutinaria, ya que podrian proporcionar evidencia la@eeficacia del temefés en las
localidades con altos indices de infestacion dedquito vector del dengue [Palomino S

et al., 2006].

En El Salvador, un estudio realizado por Bissetle2009), evalud la resistencia a
insecticidas de una cepa de aegypti procedente del municipio de Soyapango,
Departamento de San Salvador, El Salvador. El iebjekel estudio era el de evaluar el
nivel de susceptibilidad a insecticidas de muestodsctadas localmente y describir los
posibles mecanismos de resistencia al temefos.aDéstaluacion se realizé mediante
bioensayos utilizando como control la cepa suskleptRockefeller. Los resultados del
estudio mostraron una alta resistencia a temefoparte de las larvas estudiadas, con un

factor de resistencia (ER24,16) [Bisset et al., 2009].

No se conoce la situacion actual sobre el gradsudeeptibilidad del vector al control
guimico usado en el pais, ya que no hay datosqaalas sobre el tema, por lo que se
necesita estudiar la respuesta del vector tanta@miento focal con temefos (Abate)

como al control de los mosquitos adultos.
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El presente estudio aporta datos sobre el nivelideeptibilidad de larvas de aegyptial
larvicida temefds (Abate), y de esa forma contriloon las autoridades de salud del pais
en la toma de decisiones sobre las acciones a wmalrpresente y en futuro para lograr

un control efectivo del vector del dengue y redetimpacto de la enfermedad en el pais.

2.13 Bioensayos de respuesta cuantitativa

Un bioensayo es un experimento en el que se utilizganismos vivos como sujetos de
prueba o experimentacion. Cuando se aplica un @stifde origen fisico, quimico o
bioldgico), los organismos responden. Un bioensayoporciona un medio para
cuantificar la respuesta o respuestas. Una “retgpgeantitativa” es aquella que varia en
relacion a una caracteristica medible o cuantifecatel estimulo. Los “bioensayos de
respuesta cuantitativa” se realizan para estimarelacion entre la respuesta (0

respuestas) y la cantidad o intensidad de un dstiiRobertson et al., 2007].

Actualmente, la realizacion de bioensayos parauavala resistencia de insectos de
interés sanitario a los principales grupos de iinsdas comerciales, constituye la
metodologia mas ampliamente usada en el mundaje/@aermiten calcular tanto el grado
de tolerancia de un grupo de organismos ha detadmiragente quimico, como la
toxicidad relativa de dicho agente [Robertson amdisker, 1992]. Existen muchos
modelos estadisticos para el analisis de bioensaig®lo las funciones de distribucion
“normal” y “logistica” las dos mas utilizadas meaatia los métodos de regresion “probit”

o “logit” respectivamente [Hastings and Peacock4]9
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2.14Andlisis Probit

2.14.1 Introduccion

El método probit es un tipo de andlisis de regresiilizado para analizar los resultados
de experimentos dosis-respuesta o de respuestaibinen diversas disciplinas de la
ciencia. Es comunmente usado en toxicologia pamrdmar la toxicidad relativa de

productos quimicos en organismos vivos. Ha siddiampnte utilizado por muchos afios
para el analisis de datos obtenidos en bioensaydsyendo la respuesta de lotes de

insectos a insecticidas [Russell et al., 1977].

El modelo probit mide la relacién entre la inteasidde un estimulo y la proporcion de
casos que presentan una cierta respuesta a dithwles Es util en situaciones en las
gue se dispone de una respuesta dicotomica quéessappuede estar influenciada o
causada por los niveles de alguna o algunas vesalhdependientes, y es

particularmente adecuada para datos experimetfdssilo, 2004].

2.14.2 Establecimiento de una relacion dosis-respue

Partiendo de concentraciones o dosis conocidas aeterminado producto quimico (o
biologico), se asignan al azar lotes de insectos pada concentracion. Se expone cada
lote a una dosis por un periodo de tiempo predétaan. Al término del tiempo, se
registra tanto el namero total (n) de insectosaadote, como el nimero de individuos
muertos o sobrevivientes (r) por lote. Los resuwsadobtenidos (mortalidad o
supervivencia) se expresan como proporcion (r/oyrao porcentaje (r/n x 100) [Frutos,

1996], siguiendo la ecuacion:
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p=(r/n) x 100

Donde:

p = porcentaje de efecto

r = nimero de organismos muertos o afectados

n = numero total de individuos por lote

Sin embargo, para poder construir una linea deesegr es necesario considerar ademas
las concentraciones del insecticidf (itilizadas en los bioensayos. La representacion
gréfica dep vs d, o relacidon dosis-respuesta, genera una curvaosi@a que muchas
veces presenta dificultades en la construccion rdenadelo lineal. Esto se soluciona
transformanda a una escala logaritmicX € Logi (d)), lo cual mostrara una relacion
dosis-respuesta de forma “S” o sigmoidea normalefa manera la distribucion dess

X serd normal [Castillo, 2004].

Posteriormente, mediante las tablas de probityasesformap (porcentaje de efecto) a
unidades probit buscando en una tabla de distdbucdrmal el valor de en la tabla

correspondiente a una probabilidad acumulada igyaly sumandole a continuacion
cinco unidades (se suma esta cantidad para trat@janimeros positivos). Finalmente
se obtiene una distribucion de puntos en un sistewaiado de tipo lineal, los cuales se

procesan segun un andlisis de regresion tipicadsra996].

En un bioensayo de respuesta cuantitativa, losopuatio largo de la linea de regresion
son tales que para una dosis 0 concentracion datle €| eje de las “X” hay un

correspondiente nivel de probabilidad de respudstadosis que corresponde con un
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nivel de probabilidad especifico se conoce comasidtetal” (DL) para ese nivel. El
parametro mas utilizado es la §Ly se refiere a la dosis necesaria para matad%I| de
los individuos de una poblacién susceptible al pobal utilizado. Este parametro permite
conocer la efectividad de un producto mediantendlisis de su toxicidad y potencia

relativa [Robertson et al., 2007].

Cabe enfatizar que el analisis probit es una toamsfcion sobre la tasa de efeqip § la

ecuacion generada es la siguiente:
y=a+ bx
Donde:
y = (expresado en unidades probit) z + 5
z = variable normal estandar gtal que la probabilidad (z g)z=p
ay b = estimadores de los parametros de la linea desiég
Asi, cuand@ = 50% entonceg = 5, por lo tanto:

Xs = Logho DLso, entonces Dig = 10°

Para facilitar los calculos puede hacerse uso fieae estadistico que incluya el andlisis
probit como Polo-Pc version 1.0 para MS-DOS o sgige mas actualizada, Polo-Plus
2.0 para Windows. Este dltimo puede ser obteniddaeWebsite de LeOra Software

Company.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1 Objetivos

3.1.1 Objetivo general:

Evaluar la susceptibilidad al insecticida temefddate) en larvas déedes aegypti

(Diptera: Culicidae) colectadas en el Distrito Caeht~rancisco Morazan.

3.1.2 Objetivos especificos:

Determinar el grado de susceptibilidad al larvicidenefos (Abate) de larvas dedes
aegypti colectadas en las colonias Manchén, Villanueva enrteédy ubicadas en el

Distrito Central, mediante bioensayos utilizandodpa Rockefeller como control.

Determinar la dosis letal (DL) de temefds (Abate¢ groduce una mortalidad del 50% y
90% de las larvas procedentes de poblaciones depocamxpuestas a distintas

concentraciones del larvicida ensayado.

3.2 Hipotesis

El grado de susceptibilidad al larvicida temefébd#e) de dos colonias de larvas de
Aedes aegyptestablecidas a partir de muestras colectadas ssrcolanias Manchén,
Villanueva y Kennedy ubicadas en el Distrito Cdntras similar al grado de

susceptibilidad que presenta la cepa de referemepdeada en el estudio.

34



3.3 Disefio del estudio:

Bioensayos de respuesta binaria cuantitativa carnvanable independiente.

3.4 Periodo de estudio

El estudio se llevod a cabo entre los meses derfelgragosto de 2011, comprendiendo un
periodo de 28 semanas que abarcaron tanto la @staeca (noviembre-abril) como el
inicio de la estacion lluviosa (mayo-octubre).Enrels de enero se elaboraron tanto las
ovitrampas como las jaulas para la cria de los mitmsgadultos, ademas de adquirir el
equipo y los materiales necesarios para la readizade los bioensayos. En el mes de
febrero se cridé una tercera parte de los huevda depa Rockefeller y se colecté una
poblacién preliminar de huevos y larvas Aledes aegyptilel campo para realizar una
prueba de estandarizacion tanto de las condicideésirea de trabajo como de los
procedimientos de colecta y de ejecucién de losnsayos. En los meses siguientes se
criaron tanto los huevos colectados en el campoodos restantes huevos de la cepa

Rockefeller y se realizaron los bioensayos correlifies concentraciones de temefés.

3.5 Poblacién de estudio

Larvas F1 dé\edes aegypf{Diptera: Culicidae)de 3er o 4to estadio, de tamatiiforme,

gue fueron obtenidas a partir de huevos colectadases colonias del Distrito Central,
Departamento de Francisco Morazan. Los huevos eeadps en el campo se
rehidrataron en el laboratorio (area de trabaj@paducir su eclosion y criar las larvas
gque se obtuvieran de ellos hasta completar su cepooductivo como adultos para

producir asi la generacion F1 (poblacion de esjudtibzada para los ensayos [Llinas G.
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et al., 2010]. Se colectaron y criaron ademas sadef\edes aegyption fines ilustrativos
y de documentacion de la presencia de esta espmtridos sitios de colecta,

clasificAndolas una vez que alcanzaron su estaldidboa

3.6 Seleccion de sitios de muestreo

3.6.1 Tipo de muestreo

Muestreo por seleccion intencionada o por converaen

Se realizo un premuestreo que consistié en unateolte huevos y larvas deedes
aegyptien los sitios seleccionados, en un periodo de dasasas con el objeto de
estandarizar las pruebas. En el premuestreo setaae todos los huevos que se
obtuvieran de 10 ovitrampas (dos ovitrampas paeria en cinco viviendas) y todas las
larvas deAedes aegyptque se encontraran en los criaderos encontraddgsesitios
seleccionados. Los huevos vy las larvas obtenida®riucriados y sometidos a un ensayo

de estandarizacion con la concentracion diagnodédamefos.

Una vez realizada la prueba de estandarizaciéroleetaron huevos para formar una
poblacién primaria, que constituyo la poblaciénepgal (PO), la cual procedié de

localidades/casas que produjeron huevos viablesetidad y calidad, que al eclosionar
fueran capaces de generar una segunda poblacigenéaacion F1 (P1).Los huevos se
colectaron mediante ovitrampas colocadas en lasndas seleccionadas en el muestreo.
Los huevos obtenidos se llevaron al laboratori@ sar eclosion, tras lo cual, se criaron
las larvas hasta su estado adulto. Los adultodtaaetes se alimentaron para lograr que

las hembras depositaran huevos que servirian géahblecer la generacion F1, sobre la
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cual se realizaron los bioensayos. Las larvas Elsguitilizaron en los bioensayos fueron
de una misma cohorte para asegurar que tuviergamemo uniforme y se encontraran en
un estadio de desarrollo comparable. Para aseguyass las larvas eran de una misma
cohorte, se verifico el tiempo de eclosion de lesvos cada dia en un ciclo de doce horas

por lo menos.

3.6.2 Sitios de colecta

Las muestras fueron obtenidas en las colonias Memdlillanueva y Kennedy ubicadas
en el Distrito Central, Departamento de Francisayadan, las cuales han sido abatizadas
por las autoridades de la Secretaria de Saludgeseptan casos positivos tanto de dengue
clasico como de dengue hemorragico. La informasabre los casos reportados en estas
colonias, fue proporcionada por otro proyecto lteva cabo por investigadores de la
Escuela de Microbiologia de la UNAH, y que sirviarg seleccionar las cuadras a
muestrear en dichas colonias. Se seleccionararadds en la colonia Villa nueva y 10
casas en las colonias Manchen y Kennedy. Las cssl@gcionadas podian o no
corresponder con casas positivas para personastuyieran o hubieran tenido
recientemente miembros enfermos con dengue. Adeseascluyeron viviendas con
sospecha de infecciones asintométicas, con elefiasggurar una mayor precision tanto
de los sitios de colecta como del tiempo de trasigmidel virus. Después de seleccionar
una casa en base a este criterio, se incluyeroren(@ casas mas que se encontraran en
un radio de 100 metros alrededor de la primeraadtrellos casos en que la casa estaba
vacia, no se encontraron personas mayores de ddagersonas presentes no otorgaron
su consentimiento para colocar ovitrampas en swarhoge seleccionaron las casas

inmediatas en un radio de 100 m.
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3.6.3 Solicitud de acceso a las viviendas

Se solicito el permiso de acceso a las viviendas gropietarios de estas en las cuadras
seleccionadas para el muestreo, después de hatemgécado y de haber explicado las
razones del estudio y sus implicaciones. Si elsarse concedia, se procedié como sigue:
1. Se asigno un namero secuencial a la viviendaaadotal lado del mismo el nUmero
de la casa (cuando lo tenia), caracteristicas cawlor de la casa, casa de una o dos
plantas, con o sin porton, etc., de modo de ideatifla misma en la siguiente visita.
Estos datos se anotaron en un libro al que salovektigador tenia acceso sin que esta
informacion pudiera ser identificada por person@sas al estudio, asegurando asi la
confidencialidad de la informacion. Este numero stsfid en un numero romano
precedido por una letra “V” y siguié un orden sewutial sin importar la localidad a la que
pertenecia la casa, lo que quiere decir que lagpamivienda seleccionada tendria el
namero VI, la segunda VIl y asi sucesivameteSe colocaron dos ovitrampas en la
vivienda y se colectaron larvas en los posiblezderios presentes en dicha vivien8a;
Se visito nuevamente la vivienda después de 5 daé durante las siguientes tres
semanas (0 mas) para revisar las ovitrampas. &oelso era negado, se procedia a las
casas contiguas. No se pidié un consentimientaafionya que el estudio no implicaba la

toma de muestras en sujetos humanos.

3.7 Tamano de la muestra

De la poblacion parental (PO) colectada en el casepesperaba que un 50% sobreviviera
hasta el estado adulto y que al menos se pudig¢emerbde 50 a 100 huevos por cada

hembra adulta criada en el insectario. De estos/dsuese esperaba que el 50%
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eclosionaran y produjeran larvas que alcanzase3eklo 4to estadio para poder ser
utilizadas en los bioensayos (F1). En cuanto aelgacde referencia Rockefeller, se
esperaba un porcentaje de eclosion de huevos #ely7dn 50% de supervivencia hasta
el estado adulto. Asi mismo, se esperaba obten&0de 100 huevos por cada hembra

adulta de los cuales sobrevivieran al menos el 50%.

La muestra consistié de 240 larvas (20 larvas eredipientes descartables) de 3er 0 4to
estadio, de tamafo uniforme para cada bioensayoelemue se ensayaba una
concentracion del insecticida. Se ensayaron cinoocantraciones diferentes y se
realizaron seis repeticiones por concentraciona par total de 7,200 larvas a ensayar
(1,200 larvas en cinco concentraciones=7,200 laemsseis réplicas por las cinco
concentraciones). Esto estuvo acorde con los pirneEttos de la OMS y con el
protocolo de la Red Latinoamericana de control égores (RELCOV), en los que 20 6
25 larvas de 3er o0 4to estadio son sometidas aam@ntracion especifica del insecticida
por cada ensayo, tras lo cual, se realizan cuapiicas (0 mas) para cada concentracion

[Bisset et al., 2005; World Health Organization81p

3.8 Cepa de referencia

Para el presente estudio, se utilizo la siguieapa de referencia:

Cepa Rockefeller: cepa de referenciadd@eles aegyptsusceptible a insecticidas; origen:
El Caribe (década de 1930); mantenida en el lamoatdel Centro de Control y

Prevencion de Enfermedades (CDC) de San JuanpMRied[Rodriguez et al., 2007].
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Presentacion utilizada: Huevos deshidratados.

La cepa fue adquirida a través del Laboratorio deofBologia (laboratorio de
investigacion) de la Escuela de Ciencias AgrondspiEacultad de Ciencias de la Tierra
y el Mar, Universidad Nacional de Costa Rica (UNAgstuvo disponible conforme a las

estipulaciones técnicas y cifiéndose a los tiempmgrgmados para el estudio.

3.9 Insecticida a utilizar

3.9.1 Datos de identificacion

Datos Segun Red de Accion en Plaguicidas y susnaltiwas de América Latina [(RAP-

AL), 2009]:

(a) Nombre quimico de acuerdo a la nomenclaturaAICiR,0,0°0",-Tetrametil 0,0"-tio —

di-p-fenilenoDifosforotioato

(b) Clase: Organofosfatos (OP); Subclase: Fosfoaitis

(c) No. Cas: 3383-96-8

(d) Nombre comercial: Temefés/Temephos/Abate

(e)Grado técnico (%):98% de pureza, 2% materidener

(HPresentacion: Concentrado emulsionable

El insecticida fue adquirido por separado de laacepediante una instituciébn o casa
comercial que lo proveyé en tiempo y orden. Sezotilemefds grado técnico de 97.5%

para preparar una solucibn madre (stock) a pasirlad cual se obtendrian cinco
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concentraciones para los bioensayos (seccion:)33e2utilizo alcohol etilico absoluto

como disolvente para la solucion stock.

3.9.2Concentraciones del insecticida

Se prepararon cinco concentraciones del insecteipartir de la formulacion comercial
adquirida. Las concentraciones a ensayar fueronré@®mendadas por Biber y
colaboradores (2006), con excepcién de la ultimaceotracion planteada en dicho
trabajo (0.001mg/l). Las concentraciones fueron daguientes: (1) 0.012mg/l; (2)
0.024mg/l; (3) 0.006mg/l; (4) 0.003 mg/l; y (5) 01®Bmg/l. La primera concentracion
corresponde a la concentracion diagndéstica propymst la OMS en 1992, la segunda
concentracion corresponde al doble de la conceatraliagndstica (procedimiento usado
para determinar la concentracidbn mas alta que sesite en la preparacién de una serie
de soluciones) [Neal, 1976], y las tres siguierd@sesponden a concentraciones mas
bajas, siendo cada una el doble de la siguientee[Bat al., 2006]. En la preparacion de
las distintas concentraciones del insecticida,olacentracion mas diluida se preparara

primero [World Health Organization, 1981].

3.10 Condiciones del area de trabajo

Tanto la cria de los mosquitos como los bioensagosealizaron en un cubiculo dentro
del bioterio de la Universidad Nacional AutonomaHienduras, Ciudad Universitaria,
Tegucigalpa. El cubiculo cuenta con espacio sufieiedos mesas de trabajo, agua
potable (de pozo), iluminacién (candelas de netomha de suministro eléctrico (110

voltios) y ventilacion, condiciones adecuadas fearaalizacion del estudio. Se utilizo un
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cable de extension para conectar una regleta Giootde picos de voltaje) en el cual se
conectaron una lampara de escritorio con bombéltud, un ventilador (para refrescar el
ambiente en momentos de mucho calor) y un riel ddema con bombillos de 40 watts
utilizado para simular luz de dia al atardecertr8eajo en dos mesas grandes en donde
se colocaron las bandejas con larvas y los baldesnwsquitos adultos en extremos
opuestos (segun el caso). La cria de los mosgsitasalizo a temperatura ambiente. En
caso de que la temperatura ambiente bajara de Z&Qpolocarian los recipientes
conteniendo las larvas bajo bombillos de 60 wadis forindarles calor y minimizar la

posibilidad de muerte.

Para la preparacion de las concentraciones détidava ensayar, se utilizo una campana
de gases ubicada en el Laboratorio MEIZ, 4to. fiscuela de Microbiologia, edificio de
Ciencias Biolégicas (CB). La clasificacion de lasvhs y los adultos de mosquito se
realizo con un estéreo microscopio marca ZEISS,ei008TEMI DV4 ubicado dentro

del mismo laboratorio.

3.10.1 Monitoreo de la temperatura y la humedaatival
La temperatura y la humedad fueron monitoreadasyigtradas dos veces al dia con un
termo-higrometro digital Timex modelo TX5170 corpaeidad de registro de 0 a 50 °C

para interiores y entre -20 a 50 °C para exterigrentre 20 y 90% de humedad con un

desempeiio ideal de entre 40 a 70%[Palomino S, 08l7].
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3.10.2 Control del fotoperiodo

El fotoperiodo siguid un modelo de 12:12 horas/@seuridad) y fue controlado con un
temporizador (al inicio del estudio) conectado aiehde madera con tres bombillos de
40 watts. Este temporizador estaba programadogpagar los bombillos tras un periodo
de luz de 12 horas, asegurando 12 horas restaatesadridad. Durante una parte del
estudio se tuvo que encender y apagar las luceuaimente debido a un mal

funcionamiento del dispositivo antes mencionado.

3.11 Colecta de muestras

3.11.1 Uso de ovitrampas

Se colocaron un total de 60 ovitrampas (2 por eadanda) en un total de 30 viviendas
(10 casas por colonia); 20ovitrampas se colocardaerolonia EI Manchén,20 en la
colonia Villanueva y 20 en la Kennedy. Las ovitramfueron ubicadas en el exterior de
las casas (en patios, solares, alrededores), ies sitn sombra, y ocultas de nifios y
animales. En el caso de encontrarse durante upadci®n, una ovitrampa sin agua,
removida de su sitio 0 volteada, esta era reubjcadalenaba nuevamente y no se
contaba para esa visita. Todas las ovitrampasleeaton a una altura de 0 a 0.60m del
nivel del suelo. Si una ovitrampa era colocadaresitio en donde estuviera expuesta al
agua de lluvia, se le perforarian agujeros unosiroetros arriba del nivel del agua, a
modo de desagile. Se revisaron cada seis diag, hidirior al dia en que fueron puestas
durante la semana. Se uso papel absorbente cohtepagpel filtro como sustrato para la

ovipostura de los huevos.
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Las trampas fueron ubicadas detras de macetadebapilas (a 1.00 6 1.50 m de estas
tltimas) o cualquier sitio sombreado. Se coloco wi@ueta a cada ovitrampa
conteniendo el nombre de la localidad muestreddaiireero de la casa muestreada, el

namero de ovitrampa, la fecha en que fue colocdddecha en la que fue retirada.

3.11.2 Modelo de ovitrampas

Las ovitrampas consistieron de un recipiente dstipla color negro, de 12.4 cm de alto,
12 cm de didmetro en su parte superior y 9 cm denelro en su parte inferior. El
volumen total del recipiente fue de 800 ml; la @ntpa era llenada con agua de la llave
hasta un volumen de 300 ml. Se coloco papel absrlwepapel filtro en el interior del
recipiente en vez de una paleta de madera com@uptara la ovipostura de los huevos.
Esta sustitucion constituye una modificacion aaigtdel modelo estandar (Figura 16:

Anexo A).

3.11.3 Colecta de larvas para prueba de estandiémza

Se colectaron larvas de todos los recipientes dbgaen el exterior de las casas,

incluyendo bases de macetas, pilas, barriles, ld@asas, bebederos de animales, etc.

Las larvas fueron extraidas de los recipientegatiio un succionador de plastico con un
bulbo de goma o con un cucharon sopero y colocadasotellas plasticas de refresco
tapadas con cedazo pequefio o gaza conteniendaelgeeipiente del que fue tomada la
larva, tras lo cual fueron transportadas al sitotdhbajo para realizar la prueba de

estandarizacion.
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Siguiendo estos criterios, se colectaron todadaass encontradas en los recipientes
inspeccionados, y la confirmacion de la especideattesse realizd posteriormente en el
laboratorio. Larvas pertenecientes a otras espeméxrtadas durante los muestreos

fueron descartadas en el laboratorio tras su iasibn taxonémica.

3.11.4 Clasificacion de larvas y adultos en el tatmyio

La confirmacion de la especie dedesse realizo en el laboratorio MEIZ utilizando un
estéreo microscopio y claves taxonomicas paraficlasion de larvas y adultos de
mosquitos culicidos. Se sometio la clasificaciGoiah a un control de calidad mediante
la confirmacion de la misma por parte de un esfistdalel laboratorio de Limnologia de

la Escuela de Biologia de la Universidad NacionaiGdoma de Honduras.

3.12 Claves taxonémicas a utilizar

Para la clasificacion taxonémica de las muestraldas colectadas, se utilizaron dos
claves taxondémicas complementarias: 1.-Para larv&ave ilustrada para la
clasificacion de larvas de mosquitos de interésitaam encontradas en criaderos
artificiales en la Argentina”, publicada por la Bacién Mundo Sano, Ciudad de Buenos
Aires, Republica Argentina [Rossi and Almiron, 2DGAnexo B).2.- Para Adultos:
“Pictorial Keys for the identification of mosquiteé€Diptera: Culicidae) associated with

Dengue Virus Transmission” [Rueda, 2004].
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3.13 Acondicionamiento del insectario

El insectario consistiéo en una seccion del cubiemda que se instalaron de seis a diez
baldes plasticos, acondicionados como jaulas,Uates fueron utilizados para la cria de
mosquitos adultos. Cada uno de los baldes tenia eentro un agujero de 16 cm de
diametro al cual se unia una manga de tela de maedgante remaches de aluminio de
5/32" (4mm), la cual permitia la manipulacién de los quitbs, asi como de los
recipientes o materiales necesarios para la criestess. Los baldes plasticos tenian la
cubierta o tapa superior perforada y cubierta conpieza de red de fibra de vidrio para
evitar el escape de los mosquitos y permitir laiaiigacion de los mismos. (Figura 17:

Anexo C).

3.13.1 Recipientes para la cria de larvas

Se utilizaron tres tipos de recipientes plastiasa cria de las larvas tanto de la cepa de
referencia Rockefeller, como de las cepas de catrgotsparentes pequefios (25.5 x 18.5
X 6.9 cm); blanco opaco pequefio (27.5 x 16.8 xxct®, y blanco opaco mediano (32.3 x
21.6 x 11 cm). El tamafio de los recipientes prdpacc el suficiente espacio vital
incluyendo la suficiente cantidad de agua por bangl@ra asegurar el buen desarrollo de
las larvas Aedes aegyptes una especie de mosquito que responde biercreaieea en
espacios pequefios, por lo que en una pana pl@siezten criarse una gran cantidad de
larvas simultdneamente. EI nimero de recipientes gpi utilizaron fue de tres (3)
recipientes transparentes pequefios, un (1) retépldanco opaco pequeiio y cinco (5)

recipientes blancos opacos medianos.
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3.13.2 Alimentacién de las larvas

Las larvas fueron alimentadas con higado de ré§zamlo libre de hongos, bacterias y
virus, entre dos a tres veces por semana. Se ebbavcomercialmente tres frascos de
una libra (454 g/frasco) del producto mencionada paegurar su disponibilidad durante
el estudio [Yee et al., 2004]. Este producto senabicomercialmente mediante pedido a
Symmag, suministros Industriales, representanta ldanduras de la casa comercial MP

Biomedicals, LLC.

3.13.3 Alimentacién de los mosquitos adultos

Estos mosquitos fueron alimentados con algodén za ganbebida en una solucidn
azucarada del 5 al 15% preparada a partir de antmana o bien miel de abeja, durante
los dos primeros dias tras su desarrollo como @sjuitas lo cual (después del tercer dia)
se alimentaron con sangre de animal. Se utilizigreamle animal (vaca o cerdo
preferiblemente), preparada dentro de tripa de oreserdo en forma de embutido,
preparada con heparina o EDTA como anticoagulardelgntada a una temperatura de
37°C(en bafilo maria segun se requiera) para lardhcién de los mosquitos adultos

(Figura 18: Anexo D).

3.13.4Recipientes para la puesta de huevos

Se colocaron platos hondos de foam con agua deatias baldes plasticos que contenian
a los mosquitos adultos para lograr la ovipostwdad hembras durante el tiempo que

correspondia a este ciclo. Los platos estaban iextod con papel filtro, el mismo que se
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utiliza para colar café en percoladora o (en casfalthr el anterior) papel absorbente con

un lado rugoso a manera de sustrato para el deplisibs huevos.

Los huevos depositados sobre el papel filtro qae eetirados de los baldes de cria, se
colocaban sobre los mismos platos que los contgnf&nguardaban dentro de una caja
grande de foam de 58.5 x 42.5 x 30.5 cm para ggsec®an en un periodo de entre 3 a 4
dias. Posteriormente, el papel filtro seco junto los huevos se colocaba en uno de los
recipientes plasticos con agua para su rehidrataciaducir asi la eclosion y emergencia

de las larvas F1 que se utilizarian para las psieba larvicida [Singh and Morre, 1985].

3.14 Realizacién de bioensayos

3.14.1 Procedimiento de los bioensayos

Los bioensayos se realizaron a temperatura ambisigigiendo las instrucciones
contempladas en el “Protocolo para determinar laceqtibilidad o resistencia a
insecticidas de mosquitos de la espéaeles aegyptiestablecida en una reunion de la
Red Latinoamericana para el Control de vectored (REV) llevada a cabo en la ciudad
de Iguazu, provincia de Misiones, Argentina en f@ 2004 [Bisset et al., 2005]. El

procedimiento seguido fue el siguiente:

Procedimiento:

(a) Para los bioensayos se utilizaron larvas de 3adiesttardio o 4to estadio
temprano de 4mm de longitud aproximadamente. Sera&sp hasta que las larvas
tuvieran aproximadamente cuatro dias de haberiechdo, aunque esto podia

variar debido a las condiciones de temperaturarampes en el sitio de trabajo.
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(b) El insecticida utilizado fue Temefos(O,0,0°0O -teiedil — O,O’-tiodi p-
fenilendifosforotionato) conocido comunmente comAbdte” grado técnico
97.5%.

(c) Se prepararon 12 vasos descartables (vasos p&stiao capacidad para 50 ml,
conteniendo 25 ml de agua potable previamente datdoy entre 20 y 25 larvas
de 3er o0 4to estadio.

(d) Se aseguro de colocar entre 20 y 25 larvas de &&r estadio en cada vaso.

(e) Se prepararon 12 recipientes con capacidad de 40@rg 500 ml, colocando en
estos, 224 ml de agua declorada. La forma del isstgy debia permitir que el
agua alcanzara una altura no menor a 2,5 cm.

() Los recipientes se etiquetaron como “control” yatados”, teniendo los tratados
el nombre del producto en evaluacion (temefés)s@mcentracion y namero de
identificacion secuencial (la numeracion secuersigié el orden: 1,2,3y.asi
sucesivamente) para evitar confundir controlestraindos.

(g) Para una prueba completa se prepararon cuatroenggip como controles y ocho
como tratados.

(h) Se utilizo como concentracion discriminante 0.0XgZmi (0.012 ppm)de temefos
(internacionalmente reconocida).

() Con una pipeta se introdujo por debajo de la sigerdel agua, 1 ml de alcohol
etilico en los recipientes control y 1 ml de sadmcialcohodlica de temefés en los
recipientes tratados, la cual represento una caramédn final de 0.012 mg/ml
correspondiente a la concentracion discriminantelosn recipientes tratados.
Finalizada la introduccion del alcohol y el alcoholtemefds, se agitaba el

contenido de los recipientes con una varilla o atzldurante 30 segundos.
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() Después de un periodo de reposo de entre 15 a @B0tawide preparadas las

soluciones para el ensayo, se transferian lasslatgamosquitos que estaban en
los 12 recipientes pequefios juntamente con losl2ieragua, a los vasos con 224

ml de agua, siendo cuatro recipientes para copteho recipientes para tratados.

(k) Se monitorearon las condiciones del area de traldgotal manera que la

()

temperatura no bajara de 20 °C (idealmente 28+2 YCgl fotoperiodo se
mantuviera en 12:12 horas (luz/oscuridad). Si nocgenta con una camara
climatizada, las larvas pueden criarse a tempexratnbiente procurando calentar
el ambiente inmediato de las larvas (en la megeabtlajo 0 estanteria donde estén
los recipientes de cria) con luz artificial (bortdsl comunes) o enfriar el lugar
con ventilador. La humedad debe monitorearse coremmo-higrometro analogo
o digital, procurando que no baje de 60% (idealecr®-80%).

La mortalidad fue registrada 24 horas después dggdasicion de las larvas a las
distintas concentraciones del insecticida a enséyafuida la concentracion

diagnéstica o discriminante).

(m) Se consideraron muertas a aquellas larvas que resergaban movimiento

normal, eran incapaces de moverse después de ajitecipiente que las
contenia, o no respondian al ser pinchadas erf@uiregion cervical con una

aguja.

(n) Se consideraban moribundas a aquellas larvas ioeape llegar a la superficie

del recipiente para respirar (dentro de un peridddiempo razonable), o eran
incapaces de reaccionar normalmente a la pertdmatg! agua [World Health

Organization, 1981].

(o) Las larvas moribundas se contabilizaban como malerta
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(p) Se registraron y descartaron a todas aquellasslajya alcanzaron el estadio de
pupa durante la realizacion de los bioensayos.

(q) Si en los controles mas del 10% de las larvas a#tam el estadio de pupa o se
registraba mas del 20% de mortalidad durante edocde cada experimento, el
bioensayo era considerado insatisfactorio y setigepe

() Si el ensayo era aceptable, se descontaba el nidagrapas encontradas en los
tratados y controles para realizar los célculopateentaje de mortalidad segun la

férmula siguiente:

Célculo del porcentaje de mortalidad:

No. de larvas muertas

No. larvas expuestas x 10(

(s) Si la mortalidad de los controles se encontrabeees® y 20%, el porcentaje de

mortalidad de larvas tratadas se corregia mediarsiguiente férmula:

Formula de Abbott:

% de mortalidad de tratados - % mortalidad derotes

. x  10(
100 - % mortalidad de controles

(t) Los porcentajes de mortalidad obtenidos en losnsigos se extrapolaron en una
grafica que representa el logaritmo de la conceidtnadel insecticida ensayado

frente al porcentaje de mortalidad que produce.
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(u) Se prepararon cinco concentraciones distintas hefés y se realizaron seis
réplicas por concentracion, para poder evaluarratiay de susceptibilidad o
resistencia al insecticida ensayado.

(v) La preparacion de las concentraciones de temeédsriuales que al menos cuatro

de ellas causaron una mortalidad entre un 2% \8&t 9
3.14.2 Soluciones de temefos técnico en etanolwaioso
Como referencia y para la cepa susceptible de ntosguas soluciones de temefés
técnico en etanol absoluto se prepararon poridiude la solucidon stock hasta obtener
la concentracion discriminante de 0.012 mg/ml. Ecaso de la poblacion de mosquitos
cuyas larvas se consideraba eran resistentes afdgnpor ensayo de concentracion

discriminante, se incluyeron concentraciones deefésmmenores a0.012 mg/ml y una

solucion de 0.024 mg/ml (que representa el dobla dasma).

3.14.3 Formula para las diluciones

Cuando se hacen diluciones a partir de una solumdmercial concentrada (stock), se
pueden emplear varias formulas que faciliten Igpgam&cion de concentraciones menores
a la solucion stock. Para preparar las cinco dihes de la formulacion comercial de

temefds, se utilizé la siguiente formula:

CxVi=Cx Vs,

Donde:

C1= Concentracion inicial
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V1= Volumen inicial

C, = Concentracion final

V, = Volumen final

Esta formula se lee como sigue: El producto deofecentracion inicial o concentracion
conocida (@) de un soluto contenido en un volumen inicial)(de solvente, es igual al
producto de la concentracion final o esperada dkits (G) por el volumen final del

solvente (\). Esta formula es una representacion matematita lég de la conservacion

de la materia.

Si lo que se desea preparar son diluciones seradppm (partes por millén) a partir de

una solucion stock concentrada, se debe utilizsiglaiente formula:

cantidad en ppm X volumen en miblstr

1 millén ? peso en gramos

Donde:

Cantidad en ppm = cantidad en ppm que se deseargrep

Volumen en mililitros = cantidad en mililitros delscidén que se desea

1 millén = un millén de partes de solucion

? peso en gramos = gramos de solucion stock (ercast 0.975)

Esta formula se aplicara en caso que se necesiggarpr concentraciones seriadas a

partir de la solucion comercial adquirida, aplicamuh factor de reduccion conocido. Este
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procedimiento es muy usado en la preparacion deidiles de pesticidas y resulta mas
facil de aplicar que la preparacion de concentresofijas. En el presente estudio se

prefirid aplicar la primera férmula(a pesar de eomon un factor de dilucion conocido).

3.14.4 Criterio para establecer resistencia al t@sngor concentracion discriminante

La concentracion discriminante o diagnostica, esdacentracion del insecticida que
normalmente produce la muerte al 99% de los insestsceptibles. Normalmente se
utiliza 0.012 mg/L para temefés en larvas de leeegAedes aegyptiSi al concluir el

efecto larvicida en al menos cinco de ocho réplictasomendadas por el protocolo de
RELCOV) de tratamiento con concentracion discrimieade temefés sobre una
poblacién en evaluacion se determina una mortakdackgida de larvas igual o mayor al
5% se considerara que la poblacion de mosquitossardio ya ha desarrollado algin

grado de resistencia al larvicida.

3.14.5 Determinacion de DL50 del larvicida

Cuando el ensayo de concentracion discriminangsatescrito, indica que la poblacion
de mosquitos en evaluacién ha desarrollado algadogde resistencia, es recomendable
determinar la dosis letal 50% del temefés (prodtétaico) sobre larvas de la poblacién
de mosquitos evaluada y sobre larvas de la cepestilsle de referencia, para determinar

el factor de resistencia (FR).

El FR se refiere a cuantas veces mas concentrdeideamefds se necesita para matar el
50% de la poblacién de larvas resistentes resgel@aue se requiere para matar el 50%

de la poblacion de larvas susceptibles.
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El FR se obtiene de la siguiente ecuacion:

FR =DlsoR / DLsp S

Donde:

DLsoR = Concentracion letal 50% de la cepa resistevajada)

DLsoS = Concentracion letal 50% de la cepa susceptible

Se calculara el factor de resistencia al temefés jgaDLso (FRsg) como la razon entre la
DL correspondiente de la cepa evaluada (de campa)walor de esa DL en la cepa

susceptible de referencia [Bisset et al., 2009].

3.14.6 Criterio de exclusion de larvas para loghsayos

Se descartaron aquellas larvas que presentaron fjgnide anormalidad, o presentaron

parasitos sobre la superficie del cuerpo [Worldlthearganization, 1981].

3.14.7 Interpretacion de resultados

Los resultados de los ensayos de susceptibilidadeponétodo de susceptibilidad o

resistencia de larvas de mosquitos a larvicidasexg®esan como el porcentaje de

mortalidad de larvas de mosquitos expuestas desjgu24 horas. Cuando se usa la dosis

diagnéstica o discriminante, la interpretacion dsultados se realiza considerando los

rangos sugeridos por la OMS tanto en larvas conmaasquitos adultos:

- De 98 a 100% de mortalidad indica susceptibilidad

- De 80 a 97% de mortalidad sugiere la posibilidadesistencia a confirmar
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- <80% de mortalidad sugiere resistencia

Este fue el criterio que siguié el analisis de Itesios en el presente estudio para

determinar la respuesta de la poblacion ensayaeaafos.

3.15 Registro de datos

3.15.1 Bitacora de campo

Consistio de un libro de registros de campo, erdd@® anotaron: los datos pertinentes a
cada casa inspeccionada (ubicacién, nimero de pegaietario(a), niumero de visitas
hechas, posicion de las ovitrampas, estado de Jdgmpas, numero de muestras,
préxima visita, observaciones). Estos datos fueegistrados por el investigador y en
ciertos casos por un acompafante capacitado. Ber@elademas una ficha de registro por
visita la cual resumia los datos antes menciongckervia como fuente de respaldo de
los datos recogidos en el campo en caso de extdavidreta de campo. Las fichas de

registro fueron mantenidas en un archivo fuerdatmratorio (insectario) de trabajo.

3.15.2 Bitacora de laboratorio

Se registraron en detalle los procedimientos gdasliciones bajo las cuales se llevaron a
cabo los bioensayos. Estos datos incluian: la teatyra ambiente (dos veces al dia),
humedad (dos veces al dia), nimero de larvas gsaslios, pupas por recipiente, etc.
Durante los bioensayos se anotaron con cuidad@naentracion en ensayo, total de
larvas ensayadas, controles y tratados y los eskdtde mortalidad y supervivencia de

larvas después de 24 horas de tratamiento concoadantracion ensayada.
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3.16 Consideraciones éticas y de bioseguridad

3.16.1 Consideraciones éticas

El presente estudio no requiri6 de un documentoodsentimiento informado ya que los
sujetos de estudio no fueron seres humanos. S#&alilos propietarios de las viviendas
a muestrear su consentimiento verbal para podecaollas ovitrampas y colectar las
larvas, tras una explicacion detallada de los plggtdel estudio y de sus alcances
potenciales. Las viviendas muestreadas fueronicadds por el investigador principal
del estudio, asegurando que los datos de idemiificase mantuvieran en total
confidencialidad, protegiendo a las personas encasas de cualquier inconveniente
relacionado con la toma de muestras. En este estalirealizaron bioensayos en
laboratorio para determinar el grado de suscepl#ull de larvas de mosquitdddes

aegypt) al larvicida organofosforado temefos.

3.16.2 Consideraciones de bioseguridad

Se aplicaron las siguientes consideraciones dedpnoslad:

(a) Las personas involucradas en la ejecucién de lognbayos (investigador
principal y un asistente en algunos casos), condo peligros potenciales del
producto a manipular (temefés grado técnico) y rfeedidas de bioseguridad
correspondientes y pertinentes.

(b) Solo el investigador principal del estudio o ssi@site (en caso de ser necesario),
tenian acceso a la manipulacion del instrumentédlofgratorio, equipo o material

biolégico disponible para la cria de los mosquytdss bioensayos.
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(c) Las jaulas (baldes plasticos) en las que permaméasamosquitos adultos, eran
manipuladas unicamente por el investigador pringifsa asistente.

(d) Se colocaron dos rétulos fuera del cubiculo en d@®drealizaron los bioensayos,
el cual indicaba que el acceso a esa area estabingi&lo por razones de
seguridad, ya sea que se estuvieran realizand@ouebas en ese momento.

(e) Al momento de utilizar reactivos quimicos se traba) una campana de gases y
se utilizé el equipo de proteccion personal pentiee

(H Se utilizé gabacha manga larga dentro del insecgpaia evitar en caso de fuga, la
picadura de los mosquitos sobre la piel del quepnéaba las jaulas.

(g) Se tuvo el cuidado de no poner en contacto ningatemal del insectario
utilizado para la cria de larvas (jaulas, bandega larvas, coladores, vasos, etc.)
con el insecticida quimico a utilizar (para evitaortalidad de las larvas por
contacto).

(h) Se realizé lavado de las manos con jabon neuttakate manipular las larvas o
los recipientes que las contenian, para evitaoduoiir elementos extrafios y
fuentes de contaminacion para estas.

(i) No se permitié el acceso de personas con sintomasige o dengue al area de
trabajo (insectario).

() Se evito la fuga de mosquitos por las siguientas: (L) Las ventanas en el area
de trabajo estaban cerradas con una malla de pimotaue evita la entrada y
salida de insectos al interior del insectario; (@3 baldes plasticos que contenian
los mosquitos adultos (con capacidad de vuelopastaubiertos con una doble
malla de fibra de vidrio que permitia a su vez ikualizacién al interior de los

baldes; (3) La manipulacion de los baldes plastoqos contenian los mosquitos
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adultos estuvo a cargo uUnicamente del investiggutmcipal o un ayudante
capacitado para dichas tareas.

(k) En caso de fuga, se cerraba el cubiculo de trgi@adl2 horas sin permitir el
acceso de personas y se eliminaban los mosquitobufueran escapado fuera de
las jaulas de cria mediante un insecticida de bajmacto. Posteriormente se
fumigaba completamente el insectario y se manteeieado suspendiendo las
actividades en el mismo por 24 horas, reduciendoesgjos para el investigador

y su ayudante como también asegurando la supeniivde las larvas.

3.17 Andlisis estadistico

Los resultados de los bioensayos fueron sometidos analisis Probit por el método
descrito por Finney (1971) utilizando un softwapenputacional para obtener los valores
de letalidad para cada concentracién ensayadasisiticida [Rodriguez et al., 2002].Se
utilizé el programa para Windows Polo Plus vers2dh de LeOra Software para obtener
los valores de Dig y DLggtanto de la cepa susceptible Rockefeller como getdacion
de campo en evaluacién y los valores degoFRe utiliz6 ademas la formula de Abbott
para la correccién de los porcentajes de mortaliciaahdo la mortalidad entre los
controles estuvo entre 5% y 20%][Laurentino de Ghovat al., 2004]. Se utilizé el
siguiente criterio para evaluar el grado de resc#eal insecticida: alta resistencia si el
valor de FRy es mayor a 10; moderada si se encuentra entr&® y susceptible si es

menor de 5 [Bisset et al., 2009].
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1 Periodo de estudio

El periodo de estudio comprendio un total de 28as&®, desde el 6 de febrero hasta el
19 de agosto del afio 2011. Se realizaron coleet@suthpo durante los meses de marzo,
abril y mayo del mismo afio. Posteriormente se daf@auna cria en cautiverio tanto de
larvas como de adultos de la espe®sgles aegyppara luego llevar a cabo una serie de

bioensayos con cinco concentraciones del larvitgdeefos (Abate).

4.2 Colecta de huevos

Se obtuvieron 25 ovitrampas positivas para hueedsedes aegyptiurante los meses de
colecta, lo que representa un 42% del total depgasnaolocadas en las tres localidades de
colecta (Cuadro 1.). Las trampas se mantuvierontnesrsemanas en cada localidad y
eran revisadas cada seis dias (de acuerdo al plototlizado en el estudio)en un dia
diferente de la semana para cada sitio de colectaviernes en Manchén; sabado en
Villanueva; domingo en Kennedy por ejemplo), a ipadel dia en el que fueron
colocadas las trampas en cada colonia. Las trangrasayor numero de huevos fueron
las que se ubicaron a una distancia de entre 13iyetrosde otros posibles criaderos,
como pilas, barriles o llantas, y correspondieram @quellas colocadas detras de
maceteros, en pasillos o en sitios sombreadosgidote de la lluvia en el exterior de las

viviendas.
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Cuadro 1. Colecta de campo (Periodo: marzo - mayo de 2011)
Método de ovitrampas

Colonia/Localidad| Total trampas | Total trampas | % Trampas Numero total de
de colecta colocadas positivas positivas | huevos por localidad
Manchén 20 11 55 150
Villanueva 20 8 40 75
Kennedy 20 6 30 80
Total 60 25 42 305

4.2.1 Colecta de larvas y adultos de mosquitososatipteros

Durante las giras de campo se colectaron larvaduitos de dos especies del género
Aedes (A. aegypti A. albopictuy, una especie no determinada del génernatus
(Limatussp), una especie no determinada del génBsgorhynchites(Toxorhynchites
sp.), y larvas de la familia Chironomidae. Todos dnganismos colectados pertenecen al
orden dipteraToxorhynchites sgse encontré Unicamente en su estadio adulto. Deassla
de Limatus spfueron colectadas en la colonia Villanueva en e o mayo. Larvas de
Chironomidae se encontraron asociadas a ambasiespEAedesen las colonias
Villanueva y Kennedy. Estas colectas fueron ilustas, sirviendo como referencia de las

especies de culicidos y otros dipteros encontranléss sitios de colecta.

Para la determinacion taxondmica de las especlestadas se clasificaron las muestras
mediante el uso de claves dicotémicas ilustrada®ldaboratorio de la maestria en
enfermedades infecciosas y zoonéticas de la EsdeeMicrobiologia de la Universidad
Nacional Autonoma de Honduras. La clasificacion doafirmada posteriormente por el
laboratorio de Limnologia de la Escuela de Biolpdibido a su extensa experiencia en

el estudio de invertebrados.
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4.3 Cria en cautiverio de dos poblaciones dheedes aegypti

4.3.1 Eclosion de huevos

Se alcanzo un 100% de eclosién de los huevos adestmediante ovitrampas, tras un
periodo de secado de 3 dias posteriores a la aolBatrante el periodo de cria, el

porcentaje de eclosion de huevos fue de aproximentEn®0% para la cepa de referencia
Rockefeller y de 80% para la poblacién de camp@r&inedio en dias para la eclosion
tanto de los huevos de la cepa de referencia cartudvos de la poblacion de campo

fue de 3 dias, con valores minimos de 2 dias ym@ide 5 dias.

4.3.2 Produccion de larvas, pupas y adultos

Se logro una produccién aproximada de 20,000 lafvesa Rockefeller mas poblacion
de campo) en un periodo de cinco meses. Un 5% apadamente) de las larvas criadas
de ambas poblaciones murieron por causas no detmtas en el transcurso del estudio.
Las larvas alcanzaban el estadio de pupa en unegionde 8 dias desde su primer
estadio larval, con un rango de variacion entrelD ylias para ambas poblaciones. Una
parte de las larvas tanto de la cepa Rockefellatocde la poblacién de campo se
utilizaron en los bioensayos con temefés (7,20@aken total), otra parte se utilizd para
evaluar la respuesta de la cepa Rockefeller Unictamen bioensayos con las cinco
concentraciones (2,400 larvas en total), y otraepét,920 larvas) se descartaron al

repetirse un total de ocho bioensayos (240 larmasada bioensayo).

Se escogian al azar larvas de tercer estadio (thnt@a cepa Rockefeller como de la
poblacion de campo) para utilizarlas en los biogosay se descartaban todas las que no

se incluian en estos, debido a la falta de jawdas pontener los adultos resultantes.
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Se extrajeron un total de 7,434 pupas en 99 diasabdajo efectivo, con un promedio
75 pupas diarias. La proporcion de pupas descartdidaiamente fue igualmente al
particdarmente en los meses de mayo, junio y , alcanzando hasta un 60% del t

extraido por dia.

Las pupas que no eran descartadas se colocabaasesn plasticos con capacidad de
ml dentro de cada una de las ocho jaulas conssryida contener limosquitos adultos
El surgimiento de adultos se presentaba a los ia$ gbsteriores al surgimiento de
pupas. En cada jaula se mantenian entre 50 y 6Quibes adultos, con una relaci

aproximada entre hembras y machos de

4.3.3 Condiciones demperatura, humedad y fotoperi
Los valores promedio de temperatura y humedad zdckrs durante el periodo de ¢
fueron de 28 £ 3 °C %(% de humedad relativa (Figuras 11 yr&8pectivamen). El

fotoperiodo siguid un patron de 12:12 (horas deyloscuridad).

1ensual

e
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Figura 12. Variacion del porcentaje de humedad relativa derah

periodo de estudio.

4.4 Preparacion de soluciones de temefés (Abate)

Se pesaron 25.64 mg de temefds grado técnico (9p&Pa preparar una solucion stock
de 500 ppm (ug/ml) en 50 ml de alcohol etilico #liso (razén 1:2 insecticida;
disolvente). Se tomaron cinco alicuotas de la smucstock para preparar cinco
soluciones de trabajo: (1) 0.0015 ppm; (2) 0.008;p{3) 0.006 ppm; (4) 0.012 ppm; (5)
0.024 ppm (Figura 11). Se utilizé alcohol etilidmsaluto como agente diluyente en la
preparacion de todas las soluciones. Tanto la igolustock como las soluciones de
trabajo se almacenaron bajo refrigeracion a 4 1@ paitar su degradacion. Se guardaron

las soluciones en botes color ambar estérilesypapsterior uso.
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Solucion Stock de
temefos (Abate)

C

25.64 mgdetemefésal 37.5% ——  50mi alcohol etilico absoluto

Concentracion final: 500 pg/ml=500 ppm

L & =

48 mide as/n 2Amide bs/n 12 midelagn OEmide las/n 03 midelas/n
stock (2400 ps) stock {1200 g stock (600 ug) steck (300 pg) steck (150 ps)
Se afora
hasta
1000 mid
f "I"- | i ll\\ f .'l\ f \
2.4 pelmi 12 pg/mi 0.6 pgfmi 03 pg/mi 0.150 pg/mi

Figura 13. Esquema de preparacion de soluciones de temeb@deA
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2.4 ug/mi 1.2 yg/mi 0.6 ug/ml 0.3 pg/mi
Setoma 1ml |
dec/uyse
aforahasta
100 ml v
[l | ™ | | | | |
f "\. | \ f i .." -'.. f A\
0.024 pg/mi 0.012 pg/mi 0.006 pg/mil 0.003 pg/mi 0.0015 pg/mi

Figura 13. (Continuacion). Esquema de preparacion de solaside temefés (Abate).
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4.5 Bioensayos con temefos

Se realizaron treinta bioensayos que consistienomnebioensayo mas cinco réplicas (en
total seis) para cada concentracion (solucionatzajo), en donde se sometieron ochenta
larvas de 3er. estadio de la cepa de referenci&dRaler y ciento sesenta larvas de 3er.
estadio de la poblacién de campo a cada dosis asagiguiendo el modelo establecido
en el protocolo de la Red Latinoamericana de CbmeoVectores (RELCOV) vy la
Fundacion Mundo Sano. Los porcentajes de mortalidadpervivencia de larvas por

bioensayo se muestran en el Cuadro 2.

Se realizaron ademas treinta pruebas (con larviées cipa Rockefeller Unicamente) para
establecer la Dig de la cepa de referencia, misma que se necesiagppder calcular el

factor de resistencia de la poblacion de campouttiearon larvas en recipientes con
agua declorada como controles. En estas pruebak ampa Rockefeller, se ensayaron
las mismas concentraciones con el mismo niumeremeEas que en los bioensayos con
larvas de ambas poblaciones. De un total de 720@d tratadas siguiendo el protocolo
de RELCOV, se registro un 40.42% de mortalidad eettdis cinco concentraciones
ensayadas, en contraste, en las pruebas de I&Roegafeller versus cada concentracion
se registro un 99% de mortalidad. Al momento ddizaalos bioensayos se ensayo
primero la solucion menos concentrada (0.0015 ppmr dltimo la mas concentrada
(0.024 ppm). La mortalidad de los tratados durdote bioensayos fue corregida

posteriormente mediante la formula de Abbott:

% mortalidad de tratados - % mortalidad de cdesro
x 100

100 - % mortalidad de controles
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Ejemplo: 42.8% - 4%
x 100 = 40.42 (dato en cuadro 2)

100 - 4%

4.6 Andlisis Probit

Se utilizé el programa Polo plus version 2.0 paiaddws (LeOra Software, Petaluma,
CA) para calcular la Ddg y DLgo de la cepa de referencia Rockefeller y de la pida
de trabajo. La Digcalculada para la cepa Rockefeller fue de 0.011, plemcual
concuerda con la dosis diagndstica para dicha @egeita por la literatura][ WHO, 1992].
La DLso de la poblacion de campo por otro lado fue de 0,873, con un factor de
resistencia (FR) de 6.63 (>5, <10), el cual indica un incrementoderado en la
tolerancia a temefds por parte de dicha poblacgm.calculo el factor de resistencia
(FRsg) como el cociente entre la Bjde la poblacion de campo evaluada y ladie la

cepa de referencia Rockefeller, siguiendo la sigeiecuacion:

FR = DLso E / DLsoR

Donde:

DLso E = Dosis letal 50% de la poblacién evaluada

DLso R = Dosis letal 50% de la cepa de referencia Retike

La poblacién evaluada muestra un grado moderadesigencia a temefds, de acuerdo al
criterio descrito por Bisset [Bisset et al., 2009s pruebas de similitud y paralelismo
con un P<0.05 realizadas para evaluar la relagine ¢os dos grupos indican que ambas

poblaciones son diferentes (Figura 14). La hipétdsi estudio se rechaza, debido a que
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las dos poblaciones se comportan de forma difedrger expuestas al estimulo. LaspL

y DLgo con sus limites de confianza para ambas poblasemenuestran en el Cuadro 3.

Cuadro 2. Datos de mortalidad y supervivencia de larvasAddes aegypt(Diptera:

Culicidae) en bioensayos con cinco concentracidedsmefés (Abate) mas réplicas.

Solucion de temefos Larvas Larvas % %
(ppm) ensayadas muertas Mortalidad Supervivencia
0.0015 240 0 0 100
0.0015 240 0 0 100
0.0015 240 0 0 100
0.0015 240 0 0 100
0.0015 240 0 0 100
0.0015 240 0 0 100
0.003 240 1 0.42 99.58

0.003 240 2 0.83 99.16
0.003 240 3 1.25 98.75
0.003 240 1 0.42 99.58
0.003 240 3 1.25 98.75
0.003 240 1 0.42 99.58
0.006 240 3 1.25 98.75
0.006 240 7 2.92 97.08
0.006 240 2 0.83 99.16
0.006 240 6 2.50 97.50
0.006 240 8 3.33 96.67
0.006 240 6 2.50 97.50
0.012 240 83 34.58 65.42
0.012 240 82 34.17 65.83
0.012 240 85 34.42 65.58
0.012 240 83 34.58 65.42
0.012 240 87 36.25 63.75
0.012 240 83 34.58 65.42
0.024 240 90 37.50 62.50
0.024 240 92 38.33 61.67
0.024 240 97 40.42 59.58
0.024 240 94 39.17 60.83
0.024 240 89 37.08 62.92
0.024 240 90 37.50 62.50
Total: 7,200 1,098

Datos de mortalidad corregidos
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Cuadro 3. Intervalos de confianza (IC), DL50 y DL90, valows la pendiente y factor

de resistencia (FR50) para una poblacion Asdeles aegyptprocedente del Distrito

Central, Francisco Morazan.

DL50 (ppm) DL90 (ppm)
Poblacion IC IC FR50
Rockefeller 0.011 0.012 6.7
(0.011-0.011) (0.011-0.012)
Poblacion de campo 0.073 0.203 2.8 6.63
(0.052-0.135) (0.115-0.563)

IC, limites de confianza al 95%
b, pendiente de la recta

Se determino que la linea base de susceptibilidaal [p poblacién estudiada, esta en el
orden de dosis de temefds mayores o iguales a (PAR esto quiere decir que las
concentraciones correspondientes a 0.003 ppm, 36 QPm, produjeron una respuesta
menor al 10% de mortalidad tanto en larvas de & @®ntrol como de la poblacién de
campo evaluada. La concentracién de 0.0015 ppmadwgd mortalidad en ninguna de las
poblaciones. La dosis 0.006 ppm, aunque indujobaj@a mortalidad en las poblaciones
ensayadas, puede considerarse como el limite anfee la linea de susceptibilidad
determinada hasta este momento para la poblaciécaagwo. Los resultados de los
analisis de igualdad y paralelismo llevados a cahoel software Polo Plus v. 2.0

muestran que ambas poblaciones se comportan dégfégura 14).
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Figura 14. Prueba de paralelismo entre cepa Rockefelleryline
azul) y poblacién de campo (linea roja), en doredmgestra

gue ambas poblaciones son diferentes. P<0.05.
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CAPITULO 5. DISCUSION

5.1 Andlisis Probit

Los resultados del andlisis Probit muestran quedblacion en estudio (poblacion
Distrito Central) ha desarrollado un grado de tesisa al temefds, con un ERalculado

de 6.63 para la generacion F1. El valor dgoFeRRpresa cuantas veces mas insecticida se
necesita para matar el 50% de las larvas de unkgidb en estudio. De acuerdo al
criterio usado por Bisset et al (2009) y Chavezle{2005),el grado de resistencia
desarrollado por esta poblacion puede considetarsderado” por presentar un valor de

FRso entre 5y 10 [Bisset et al., 2009; Chavez eal05].

En un estudio reciente llevado a cabo sobre vgeagraciones de una poblacion de la
zona urbana del municipio de San Salvador, El Slalvae encontraron valores similares
de FReen el orden de 5.8 hasta la generacion F4 y dédsta la F5. Sin embargo, en

este estudio los valores paradpfueron mucho menores al encontrado para la pahlaci

Distrito Central (entre 0.021 y 0.034 ppm paraddlacion de El Salvador en contraste
con 0.073 ppm para la poblacion Distrito Central)pque en ambos casos la dosis
diagnéstica propuesta por la OMS no fue efectiv@espoblaciones naturales dedes

aegypti[Ayala and Moreno, 2011].

Los resultados de ambos estudios constituyen aéospéps que proporcionan evidencia
de que la dosis diagndstica propuesta por la OM$&B[WHO, 1992], no es efectiva

sobre poblaciones naturalesAledes aegyptjue han desarrollado un nivel de resistencia
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al temefds por presion de seleccion, pero sigusdsiein referente de comparacion por

eliminar entre el 98% y 100% de las larvas de pmdeockefeller.

La aparicion de resistencia en poblaciones natigdé\. aegyptien Centroamérica, no
debe ser considerado un fenémeno aislado si coagids que durante los Ultimos
treinta afios se ha utilizado temefés como el gradanedio quimico para el control de
este vector tanto en los programas de control deedan, como en otras partes del
mundo [Rodriguez et al., 2007]. Casos como el déailador en donde se han registrado
altos niveles de resistencia a razon de valordsRggde 24.16 para un municipio de San
Salvador, son un llamado de alerta tanto parausidades de salud de ese vecino pais,

como para toda la regién[Ayala and Moreno, 2011].

Pruebas de resistencia a temefés realizadas rewiente en Costa Rica sobre tres
diferentes poblaciones: Heredia, Pococi y Toro ama(Victor Cartin, datos no
publicados), con valores de Blde 0.012, 0.008 y 0.015 ppm respectivamente, tmaunes
gue estas poblaciones son aun susceptibles aedds2s0.01 y 0.02 ppm, a diferencia del
caso de Honduras. Comparando los datos de la pailde Pococi con la poblacion del
Distrito Central, se observa una marcada difereewiia Dlsp, con un valor de 0.008 ppm

para Pococi, y 0.073 ppm calculado para la pobtadéb Distrito Central (Figura 15).

Hasta este momento no se conocen datos publicatios & ejecucion de pruebas de
susceptibilidad a insecticidas en poblaciones abgsirdel mosquitoA. aegypti en

Honduras, lo que dificulta la evaluacién de la ae@n en la tolerancia a temefds de
cualquier poblaciéon que se esté estudiando. Naaotestlos resultados de este estudio

permiten establecer una linea base sobre la rdspuld mosquito al temefés,

73



proporcionando ademas una guia sobre la metodologia mas adecuada a seguir para la

determinacion de la respuesta a pesticidas en esta especie de mosquitos.
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Bioensayo DC vs Pococi. Pesticida: temefds GT. Inicio 25 de agosto de 20
PoloPlus 2.0 PARALLEL 04 Oct 2011

Figura 15. Comparacion entre DL50 poblacion susceptible (linea
azul: Pococi, Costa Rica) y DL50 poblacién tolerante (linea roja:

Distrito Central)

A pesar de que los resultados del estudio evidencian un incremento en la tolerancia a
temefds en la poblacion estudiada en relacion a la cepa susceptible Rockefeller, no se
conoce aun el estado de susceptibilidad o nivel de resistencia en otras poblaciones
naturales déedes aegyptlel Distrito Central u otros cascos urbanos del pais, por lo que

se necesitan realizar mas ensayos con muestras de otras localidades para establecer si

existe una tendencia a la resistencia a temefos. Esta medida permitiria tanto definir
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acciones a seguir en los sitios donde se detesgt@rablema asi como focalizar recursos,
ya que se sabe que la resistencia puede desaeotfgidamente en algunas poblaciones
y lentamente en otras, y que esto depende poronda factores intrinsecos a la especie,

asi como de factores operacionales durante elatdBisset, 2002].

Estos ultimos son de suma importancia ya quenigne ver con el manejo y aplicacion
del plaguicida que se esté usando, dentro de closlesas obvios son el tiempo, la dosis
y la formulacién del plaguicida, todos bajo el cohtdel hombre. Estos factores deben ser
monitoreados rigurosa y sistematicamente por lewidades de salud, de tal manera que
si existe evidencia que alguno de estos falla,uselgn tomar medidas correctivas. En el
escenario actual de la resistencia y debido adssltados encontrados en este estudio,
convendria que las autoridades de la SecretariaSadleid del pais revisaran
particularmente la formulacién de temefés que d@ eplicando, en la cual estan

involucrados ademas la dosis y la tasa de disipat@binsecticida.

La aplicacion de un control alternativo (fisico,imico o biolégico) o un control mixto
(educacion comunitaria, camparfas de limpieza, asovitidas como cloro/detergente, el
uso de mezclas de insecticidas, controles biol&jicdebe ser considerado por el
programa nacional de control de dengue de la Setaate Salud del pais cuando se tiene
evidencia que una medida no esta siendo eficazjando la aplicacion en conjunto
muestre resultados favorables. Esto debe conssgeesr el marco de un plan de manejo

integrado de control de vectores, que incluya nmedpertinentes al control de mosquitos.

Una de las medidas alternativas al uso de insdaajue han tenido resultados notables

para el control de huevos, larvas y pupasddeegyptien nuestro pais, no solo por su
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bajo costo econdmico, sino ademas por su faciltacém por parte de los miembros de
la comunidad, es la mezcla de cloro y detergentrdeada “La Untadita”. Dos
caracteristicas notables de la medida son: 1) feeaen la eliminacion de huevos Ae
aegypt{no en larvas) al usar la mezcla sobre las pareéegpilas, barriles y otros
contenedores de uso permanente al menos una veerpana 2) la comunidad es el actor
principal, por lo que no requiere de la supervigiérias autoridades, entomologos u otros

especialistas una vez que se ha ensefiado su aplig@herman et al., 1998].

Esta medida supone un método de bajo costo y altameficaz para reducir

notablemente las densidades poblacionales datgypti por lo que deberia considerarse
una medida permanente para alcanzar altos indieesaitalidad de este vector. La
integracion de la comunidad en las campafias ddiesiadn de criaderos de mosquitos
gue lleva a cabo la Secretaria de Salud, podriaiinornadas de capacitacion mas
regularmente en escuelas, centros comunitariogdés, etc., como una forma de
coadyuvar el control del vector y evitar el usoesieo de insecticidas y el ahorro de los

escasos recursos econdémicos con los que comunouamitan las dependencias estatales.

Por otro lado, otro enfoque en la aplicacion detrodes mixtos, es el uso de mezclas de
insecticidas el cual asume que de haber resisteng@blaciones naturales del mosquito,
los mecanismos de resistencia a cada miembro deelecla son diferentes y que
inicialmente existen a una frecuencia tan bajaeyotuye la posibilidad de que ocurran
juntos en un solo individuo de una poblacion d&ua.lo tanto, el insecto que sobrevive a

un larvicida en la mezcla, es muerto por el oteeaticida [Bisset, 2002].
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Sin embargo, para poder establecer si es opoeiwnsn de mezclas u otros productos, es
necesario realizar bioensayos con esos productotgldnanera que se pueda medir la
respuesta del insecto blanco a ese control. Osnglies importantes incluyen pruebas
bioquimicas para conocer los mecanismos de resiatessi se detecta la misma-, y
estudios de factores ecologicos que pueden inflnirel aumento en la tolerancia a

insecticidas por parte de las poblaciones natuddkesosquito.

La implementacién e integracion de medidas alterasitde control de mosquitos en la
estructura del programa nacional de control delgden puede ser desarrollado en
colaboracién con centros de investigacibn en sa(ndcionales, regionales o

internacionales) y/o personal capacitado (bidlogogpmoélogos, otros) de universidades,

gue estén o hayan realizado investigacion en aste@.

Las observaciones hechas en el campo tanto panélttgos como por técnicos en salud,
sobre el efecto actual que el temefos ejerce eadateA. aegypti sumado a resultados
obtenidos mediante metodologias estandarizadas dama@plicadas en la presente
investigacion, son un llamado de alerta que deberselas autoridades para realizar un
monitoreo permanente de la respuesta del mosduaeovacida usado en el control focal,

y ademas una oportunidad para realizar pruebambiidad con otros productos.

En Honduras, el uso prolongado de temefés y lacagbn de dosis sub-Optimas
(probablemente por la falta de controles en lacs&la y evaluacion de la dosis de este
larvicida), podria explicar el desarrollo de unayoratolerancia del mosquito a este
larvicida en particular. Experiencias de paisesa@ngentina y Brasil, en los que existen

programas de monitoreo sistemético de la resisteacinsecticidas, y en donde las
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pruebas de susceptibilidad se realizan sobre tistigeneraciones de una misma
poblacién, pueden tomarse como modelos para implEmensayos permanentes que

provean datos sobre el cambio de las poblacioresakgjuito en el tiempo.

No se recomienda abandonar por ahora el uso dddemeentras no se realicen mas
pruebas con muestras procedentes de todo el pséscyiente con controles técnico-
administrativos que evallen factores criticos caintiempo de uso del insecticida, y la

formulacién y/o dosis de temefés aplicada actuatemen las campafias de abatizacion.
En este dltimo se deben considerar aspectos commzndiones de los diversos

contenedores encontrados en las viviendas endrlacia dosis de larvicida aplicado, y
la tasa de disipacién del componente activo. Adersésnecesita evaluar si existen
errores de orden administrativo como la falta deacaacion del personal que aplica el
temefds o problemas técnico logisticos con el olgjaete detectar incorrectas practicas de

aplicacion del producto.

Lo que se recomienda necesario considerar es &/@fe nuevos métodos, en especial,
aguellos que no supongan un impacto negativo selbaenbiente natural y las especies
gue en él viven (como lo hacen los productos guis)icDos buenos candidatos son
Bacillus thuringiensisvar. israelensis y Ba. sphaericus bacterias gram-positivas
utilizadas como ingrediente activo en la elabomacite insecticidas biologicos, con
resultados alentadores en el control de esta esf@omes de Assumpcéao Filho and da
Costa Silva, 2004]. Una formulaciéon comercialBiillus thuringiensis/ar. israelensis
esta siendo evaluada por La Secretaria de Saluduestro pais con el objetivo de

implementar su uso permanente en las campafnasittelagectorial.
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5.2 Limitaciones y aspectos metodologicos del estad

5.2.1 Duracion y disefio del estudio

El estudio se extendié dos meses mas de lo qualsa previsto, debido a dos razones
fundamentales: (1) la falta de suficientes larvhsl€ 3er. estadio que se esperaba tener
en el mes de junio (numero que se logré alcanzat eres de julio); (2) un retraso en la
adquisicién del insecticida grado técnico requepdm preparar las soluciones de trabajo
para los bioensayos. La colecta de campo prevasta gl mes de febrero no fue posible
hasta el mes de marzo, debido a que para ese esttaw poblaciones del mosquito

estaban en niveles marginales (baja densidad pobédl

El disefio del estudio siguid los criterios estables por Bisset et al (2005) para la
colecta de huevos de la espeteles aegypi para la ejecucion de bioensayos con dicha
especie [Bisset et al., 2005]. La cria masiva eniverio de larvas dé. aegyptisiguio

los criterios sugeridos por varios autores, inadai@l “Manual de indicaciones técnicas
para insectarios” del Instituto Pedro Kouri, La Biad, Cuba [Pérez et al., 2004] ademas
de aspectos sugeridos por Singh y Morre [Singh Biwire, 1985]. Los criterios
establecidos por Robertson et al, (2007) para s#iidi de bioensayos constituyen una
guia util y completa que deberian ser tomados entalen estudios futuros [Robertson et

al., 2007].
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5.2.2 Muestreo de campo

Los resultados obtenidos durante la colecta de dwe@e la especidedes aegypti
mediante el uso de ovitrampas en las tres locaglagleccionadas, muestran que este
método es efectivo y sensible para el muestreo akmuitos de esta especie, incluso en
meses secos, en los que no se espera encontsadattsidades poblacionales. Aunque el
namero de huevos por trampa fue bajo, la viabilidied los mismos fue la ideal,
alcanzando un 100% de eclosién. Sin embargo, ebasavitrampas combinado con la
colecta directa de larvas encontradas en diferentefpientes con agua, podria
considerarse en futuras investigaciones, ya queig@thorrar tiempo y recursos. Esta

metodologia ha sido usada antes por otros autidieag G. et al., 2010].

Una de las limitaciones del método de ovitrampasspeolo, es su alto costo en tiempo y
logistica, ya que se requieren varias personaschasuhoras para colocar las trampas y
un gran esfuerzo para revisarlas cada cinco adésssen cada localidad. La metodologia
del estudio contemplo la intervencion de dos pexrsqrara dichas tareas, lo que dificulto
la ejecucion de las mismas. Un mejor acercamieata pprovechar los recursos de los
gue se dispone es colocar ovitrampas, larvitrani@asquellos casos en los que pueda
aplicarse) y colectar todas las larvas que se etreue las cuales pueden ser separadas

posteriormente por género u especie una vez tedmielamuestreo.

5.2.3 Condiciones de temperatura y humedad

Las condiciones oOptimas de temperatura, y humedadan para cada especie de

mosquito, sugiriéndose valores entre 24 y 28 °©% ¥ 80% de humedad relativa (RH)
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para la mayoria de mosquitos tropicales [Consoli &liveira, 1994]. Aunque la
temperatura se mantuvo dentro de los valores slagepara la cria en cautiverio de
larvas deA. aegypti(28 °C), la humedad promedio durante todo el perabe estudio fue
mas baja de lo aconsejado (50% RH), lo que reasderta medida el desarrollo de las

larvas.

5.2.4 Ataque de hormigas y hongos

El ataque de hormigas se reporté en los meseshierdey marzo Unicamente. Las
hormigas eran atraidas por la solucion azucaradsepte en las jaulas, a las cuales
ingresaban por hendiduras formadas en la basesdedagas de manta o por pequefios
agujeros que abrian con sus mandibulas. Esto sgiéanediante agregar mas remaches
entre la manga y el balde y a través de cubrihéamliduras con silicon caliente, lo cual
solucion6 el problema de forma satisfactoria y rdtfia. No pudo determinarse la
especie de hormiga que atacaba las jaulas, lcseuz hecho en otros casos [Pérez et al.,

2004]. Este evento no perjudico significativamezitdesarrollo del estudio.

Se detecto ademas la presencia de hongos que zadani los algodones con solucién
azucarada después de dos dias puestos en las, jpatastampoco fue posible su
clasificacion. Los algodones con solucién azucassedaeemplazaban de las jaulas cada
dos dias para evitar una excesiva proliferacibiodemismos, pero aun asi el hongo
reaparecia constantemente. El problema se solup@amdalmente al limpiar diariamente
con una solucién de alcohol etilico las paredeslate jaulas. No se detectaron

consecuencias evidentes en la reproduccion dedsguitos.
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El presente estudio representa un esfuerzo exsmsestablecer una cria en cautiverio de
la cepa de referencia Rockefeller, una cepa subtept pesticidas de la espediedes
aegypti utilizada como cepa control en estudios de rewisiea insecticidas a nivel
mundial. Huevos de la cepa Rockefeller estan digpesidesde ahora como resultado del
establecimiento de una cria en cautiverio pargeleueion de bioensayos para evaluar la

susceptibilidad o resistencia a insecticidas spbl#aciones de esta especie.

Se debe hacer énfasis en la eliminacion de posiiaderos durante las campafias de
abatizacion por parte de las autoridades de laegeta de salud y continuar las campafas
de concientizacion de la poblacion en esta taraayue su participacion es basica para

lograr controlar las poblaciones de mosquitos.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

1. El andlisis de los bioensayos realizados sobreldapion de mosquitos de la especie
Aedes aegyptcolectada en tres colonias del Distrito Centrahifighén, Villanueva y

Kennedy), revela un incremento en la toleranciéades provenientes de estas colonias,
lo que implica el desarrollo de una resistencia enadia al insecticida temefos (Abate),
evidenciando la necesidad de implementar un mautsistematico de la respuesta de
esta especie a este u otros pesticidas en todasd@ses sanitarias del pais, a fin de
determinar tempranamente la presencia de resiategiti poblaciones naturales del

mosquito y tomar las medidas pertinentes.

2.Se necesita implementar con urgencia un progranvigdancia de la resistencia tanto

de larvas como de adultos de aegyptia los insecticidas utilizados por el Programa
Nacional de Control del dengue de la Secretari®aled. Un acercamiento importante
puede ser el establecimiento de insectarios ademextie equipados que realicen el
monitoreo permanente de la resistencia a inseaticeh larvas y adultos del mosquito

vector del dengue, mediante la metodologia de baars.

3. El establecimiento de insectarios en diversas negiodel pais contribuiria al
desarrollo de investigaciones que permitan establemnto factores ambientales como
mecanismos intrinsecos de resistencia en poblaiogurales deA. aegypti que

conlleven al desarrollo de resistencia en estacespe
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4.Debido a que la aplicacion de abate excluye alguleosontenedores, seria adecuado
realizar una caracterizacion de depdsitos infestaclin Aedes aegyptien aquellas
localidades que afio a afio representan areas deéeatjo de transmision de dengue en el
Distrito Central, con el fin de conocer realmenteales son los criaderos criticos y
focalizar la aplicacion del larvicida. Aunque laelisidad de posibles criaderos es amplia
y puede variar de un sitio a otro, la caracter@@acistematica de estos, proporciona un

patron Gtil a la hora de priorizar esfuerzos meeiahtratamiento quimico.

5. Debido a que los métodos quimicos de control icapliinversiones econdémicas
elevadas, disposiciones legales y administrativegulaciones internacionales de
seguridad y dafios colaterales al ambiente y ladsas conveniente considerarse la
implementacion medidas adicionales con impactosn@uoaos menores, de amplia
cobertura y de gran efectividad, en las que lasuoilades sean agentes importantes,
como campafas permanentes de eliminacion de avgdeapacitacion comunitaria y el

uso de estrategias conductuales como “La Untadita”.

6.Futuras investigaciones deben enfocarse en aspgamtosestudiados como las posibles
implicaciones de cambios en la biodinamica delaregbr cambio climatico, interaccion
con otras especies de dipteros y determinaciorirde factores ambientales que puedan
condicionar un aumento en la tolerancia a inse@giusados contra &l. aegyptiy

proveer alternativas de control.
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CAPITULO 7. RECOMENDACIONES

1.El protocolo para determinar la susceptibilida@gsistencia a insecticidas de mosquitos
de la especidedes aegyppropuesto por la Red Latinoamericana de ContrMetsores
(RELCOV) y la Fundacion Mundo Sano en octubre d@42@emostré ser muy rigido y
complicado, especialmente si es la primera vezsquealizan bioensayos para evaluar la
respuesta de insectos a uno 0 mas estimulos. Esotwcolo Util en insectarios de
referencia, pero impractico en estudios de linese lwmmo el presente. Se recomienda
consultar otros protocolos para elaborar un procedito acorde tanto con las
necesidades como capacidades técnicas y logistetasstudio que se esté llevando a

cabo.

2.Aunque no se realizo como parte del estudio unactenizacion de los criaderos en
donde se encontraron larvas Aledes aegyptiurante los muestreos, se observaron altas
densidades de larvas y pupas principalmente es pilaarriles en las tres colonias de
colecta, seguidos de canales para aguas lluvisgsbde maceteros, pailas y otros
recipientes plasticas encontrados en exteriorefasleviviendas, principalmente patios

traseros y pasillos laterales.

3.Se recomienda el ensayo de dosis mayores a 0.006dgbido a que dosis menores no
inducen una respuesta cuantificable y represemtagasto de tiempo y recursos. Dosis en

el orden de 0.01 ppm, 0.02 ppm, 0.03 ppm, 0.04 pp@5 ppm y 0.06 ppm, son
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recomendadas para establecer una nueva ventaresplgestas que permita establecer
una nueva linea de susceptibilidad en la poblaew@huada o en poblaciones por evaluar,

de tal manera que se vayan descartando dosis ra@gin

4En futuras evaluaciones de la susceptibilidad cstewia de poblaciones deedes
aegyptia insecticidas, es recomendable utilizar una coatdibn de técnicas de muestreo
para colectar tanto huevos (ovitrampas) como lafgakecta directa) en las localidades
seleccionadas, ya que una de las limitaciones wid&s al utilizar solamente ovitrampas,
es que el tiempo y esfuerzo requeridos para alcanma muestra suficiente para
establecer las colonias de trabajo en el labomtoaumentd significativamente,

aumentando ademas los recursos invertidos.

5.0tra limitacion importante observada en el estudm,el esfuerzo en horas-hombre
requerido (medido en horas de trabajo/personalo toara la colecta de huevos como
para establecer y mantener la cria en cautiveriondeo mas poblaciones de mosquitos
en el bioterio de la UNAH. Se necesita de al matuosspersonas para poder realizar todo
el trabajo involucrado, por lo que se debera camardeste aspecto si se desea continuar

con la cria de la cepa susceptible Rockefelles yépas locales que se desee mantener.

6.Se deben continuar ensayando rangos de conceneacgue produzcan respuestas

entre un 2% y un 98% de mortalidad en aquellas goololes de mosquitos que
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correspondan a zonas de alta transmision de deregistrando asi los valores Rlque
permitan hacer comparaciones en tiempo y espagmrido de esa manera monitorear la

evolucion de la tolerancia o susceptibilidad deteeal control focal aplicado en el pais.

7.El siguiente paso en la investigacion es el cwaifas zonas geograficas del Distrito
Central y del pais y realizar pruebas de respuastarvicida durante todo el afio.
Ademas, es conveniente registrar y analizar lagiteetos producidos por intervenciones
externas a los bioensayos, como fumigaciones, gashae limpieza y eliminacién de
depdsitos (control fisico de criaderos) y otras iohesi que puedan ser Utiles para causar

un impacto sobre las poblaciones naturale®\ddes aegypti
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ANEXO A.

Modelo de ovitrampa utilizado para el estt.

Recipiente de plastico color negro, de 12.4 cm de alto, 12 cm de diametro en :
superior y 9 cm de diametro en su parte inferior. El volumen total del recipiente es
ml; la ovitrampa sera llenada con agua de la llave hasta un volumen de Se
colocara papel absorbente o papel filtro como sustrato para la ovipostura de los
En la imagen se muestra como sustrato para los huevos una paleta de madera
verticalmente en el recipiente, pero en este estudio esta paleta sera da por papel

filtro de uso comercial (usado en percoladoras de

1al «
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ANEXO B.

Clave ilustrada para la clasificacion de larvas rdesquitos de interés sanitario
encontradas en criaderos artificiales en la Argentpublicada por la Fundacion Mundo

Sano, Ciudad de Buenos Aires, Republica Argenfifi@4.
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CAPITULCH I BMADRFOLOCAA DE LA LARVE DE CLUARTOESTATHO

Capitulo 2

2.1 Morfologia de la larva de cuarto estadio

El cuerpo de la larva estd cubierto de un tejido suave

y membranoso, aungue en algunas partes presenta
placas endurecidas, esclerotizadas. Cabe recordar
gue las tres regiones del cuerpo son cabeza, trax

y abdomen (Figura 7). La cabeza y el sifdn estan
totalments esclerotizados, mientras que el hax y el
abdomen son principalmente membranosos.

El cuerpo de kb larva posee numerosas cerdas;
asi como espiculas y espinas, dependiendo de las
distintas especies. Muchos caracteres taxontmicos
importantes, es decir, que permiten determinar bos
géneros y especies de mosguitos, se basan en el
niimero ¥ posicién de las cerdas.

CARACTERSTICAS  DF LAS FEGIOMES [DEL CLERPO
Cabeza. Poseelasplezasbucalesen posicidnanterior
¥ ventral, hacla abajo, consistentes en varias partes.
Lo més Hamativo son los cepillos bucales que em la
mayoila de las larvas constituyen un grupo de cerdas
largas y finas: en las depredadoras, aparecen comao
varillas curvadas a modo de ganchos para atrapar a
sus presas, Las antenas tiemen forma de tubo v estan
localizadas anterlor y lateralmente: tamblén Bevan
cerdas que varan en forma, tamano v localizackbn en
las distintas especies. En la parte dorsal de la cabeza
tambign seencuentran cerdasde importancia para la
determinacion especiica,

Tarax. Se presenta comd Una regldn corporal sin
divisiones, o obstante estar formedo por tres
segmentos, bos que pueden distinguirse por los
grupos de cerdas que cada uno presenta,

Abdomen. Consta de diez segmentos, siendo
los stete primeros similares entre s, a diferencia
de los tres restantes que estan modificados
para resplrar y nadar, El segmento Vill posee los
drganos respiratorios externos; en los mosquitos
del genero Anopheles el aparato espiracular
estd en posicldn dorsal, directamente  unido
a la pared de dicho segmento; este aparato
esplracular se presenta come una estructura
fuertemente esclerotizada. En mosquitos de los
géneros  Medes, Culex, Mansonla, Ochlerotatus,
Psorophora, Toxorhynchites y Uranotaenia,  entre
otros, el aparato espiracular esta en el extremo del
sifin, Este es de forma y tamafo variable en las
diferentes especies de mosquitos, En la mayorla

Sarie Erder medada s Transmés bles
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CAPITULO N MORFOLGGIA DE LA LARYA DE CUARTO ESTADIO

de los géneros gque presentan sifdm, éste placa, Hamada sifla de montar, gue lo abraza,
posee una hilera de espinas llamadas pecten, dos o cwatre lobulos terminales gruesos
generalmente restringida a la mitad basal; en llamados papilas anales ¥y la brocha ventral o
algunos grupos el pecten estd ausente. En carda 4-¥. Esta Uitima se compone de una senig

el Yill segmento, Aedes, Culex, Mansonia, de cerdas en posicion ventral, inferior y posterior
Cchlerotatus, Psorophora, Toworhynchites que parten de un grupo de barras esclerotizadas
Uranotasnia, entre otros, presentanlos dientes llamada grilla, excepto en  Haemagogus donde
del peine dispuesto lateralmente; su forma &5 reemplazada por un promontorio. Estas

y numers varia en las distintas especies. El cerdas tienen importancia taxondmica.

segmenta VIl y 1X se consideran unidos.

El segmento X, o segmento anal, posee una

] el agus

Figuara 7. Marfologia de la leevs de cosrto estedio, envs tadorzal Lasva del géneio  Anophefes a ke derecha, del género
Calew a laizopilerds,

1: Cabezs, I Alera, 1= Capillo-Bucal, 4: Oy, 5 Térax, & Tubsdseule, 7 Abdomen, 8: Ssgmania X, G Brochs Vential o Ceds 4-X,
10: Pagilas Anales, 10:5ikn Respiatorio, 12: Espieacaly

Moke: En los esguemas de la lara de Lo, | segrentos abd crminales Vil Vi y & estan dibugados en vista laberal, al sgual gue =)
segmerio abdoming] X de  Anopletes de ta parte supion

Sprox Enfermed sdes Trans misboes
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CAPFTULD | CLAVE ILUSTRAD A PARA LARVAS OF CLARTD ESTADKS GUE 5T CRIAN TN RECIMEMNTES ARTIFRIALES

2.2 Clave ilustrada para larvas
de cuarto estadio que se crian en

recipientes artificiales
GENERDS ¥ ESPECIES  GQUE SE IMCLUYEN  EN
L CLAVE

La clave mcluye diez géneros v once especkes,
que 22 detallan a continuacidn:

GENERD ESPECIE

Aedles aegypil
albopictus

Anophebs

Culex piplens quinguefasciatus

Haemagogus

Limatus durhamili

Ochlerotatus fluviatilis
milleri
scapularis
ferrens

Orthopodomyla sampakol

Paorophora ciliata
cingulata

Taworhynchites

Uranctasnia

e incluyen Limatus durhamil v Orthopodamyia
sampatol, pussto que hasta el presente son las
dnlcas especkes de estos géneros cltadas para

Ia Argentina. La clave comprende |as especies
Aedes aegyptl, Aedes albopictus, Ochlerotatus
fluwlatilis, Ochlerotatus  millerl, Ochlerotatus
scapulanis, Ochleratatus terrens, Psorophora
clliata ¥ Psorophora cingulata,  mencionandose,
ademads, caracteristicas distintivas de Culex
pipiens  guinguefasciatus. Seincluyen
especies de  Aedes, Ochlerotatus v Psorophora
en funcién de gue estos fres génescs
presentan  caracter(sticas  afines, también
presentes en Hasmagogus aungue faciimente

distimguibles, no asi los restantes géneros,
es decir, Ancpheles, Culex, Toworhynchites
Uranotaenia, que difieren notoriamente de los
anteriores.

Uso oF La cLave

La clave estd organizada tenlendo en cuenta
caracteristicas morfoldgicas de las larvas que
permitan distinguir los diferentes géneros v
especies. Tales caracteristicas se presentan
como dilemas, es dech, pares de propuestas
que usted tendra que cotelar con las larvas que
desea determinar.

Al comenzar con la clave, Ud. encontrard las
dos primeras propusstas, debiendo optar par
unadeellas de acuerdoa la que coinclda con el
efemplarque observa. La pnimera caracteristica
de la clave se refiere a la presencia o ausencia
de sifdn en la larva, Por efemplo, sila larva que
abserva no tiene sifén respiatorio, entonces
dicha larva es de  Anopheles, v por lo tanto
ya determing su ejemplar a nivel de génera.
Em caso contraria, es decir, si la larva poses
sifdn respiratorio, entonces deberd pasar al
punto dos de fa clave donde encontrard otro
dilema, debiendo optar nuevamente por una
de las propusstas. Usted deberd seguir este
procedimiento hasta que llegue a determinar
el género o blen el género y espacie de la larva
que observa. Las claves estan llustradas para
facilitarle la comprension de las caracteristicas
indicadas en cada dilema y la obzervacién
en su efemplar Algunas ilustraciones estan
simplificadas con lineas de corte, o hien no e
dibuja la totalidad de las cerdas que no son
relevantes en e | dilema,

Diebe tenerse en cuenta que la clave no incluys
todos los géneros v especies presentes en la

Argentina. Par lo tanto, sl no llega a determinar
su ejemplas, es altamente probable gue el
mismo pertenerca & otro género que no esta
incluidea en esta clave. Desde el punto de
vista operativo, los géneros v especes no
considerados en este trabajo no son relevantes
en el marco del Programa de Prevencitn y
Coptral del Dengue. De todos modos, aguellos
gjemplares no  determinados  pueden  ser
remitkdos a los laboratorios de referencia de
fos autores, slguiendo las recomendaciones
respecto & conservacitn y envio de material
detalladas en el apéndice,

Serie Erler medade s Tramsema blen
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CAPTULDN CLAVEILUSTRADA PARA LARYAS DE CUARTO ESTADHC QAL 3E CHIAM EM RECIPIENTES ARTIFRIALES

CLAVE PARA GENEROS ¥ ESPECIES

1]
- Segmento abdominal VIl con sifién respiratoric. [Fig. 8) 5 2
- Segmento abdominal VIl sin sifdn respiratorio. (Fig 9) Anocpheles

Flopira & Ewireno del sbolomssn de  Cuben,

Figura % Extrema del abidamen de Anopledes |

Soroe Enfermmed sdes Transmi sboag
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CAPITULO 0 CLAVE ILUSTRADA PARA LARVAS DE CUARTO ESTADIO GLE SE CRIAN EN RECIFIENTES ARTIFICIALES

- Bracha ventral (4-X) formada por un par de cerdas, (FIg. 10w Limatus durhamil

- Brocha veriral (4-X) formads por un minime de 4 pares de cerdas. (Fg. 11) s 3

Figuea 10, Beocha ventral de  Limanus, Figura 11, Beocha veniral o hedes
- Siféin sin pecten. (Fig. 12} >4
- Sifdn con pecten. (Fig. 13) =5

Fagues V2 Sifcay e Teoprhnc hises, Figuira 13, 5ifée de Cules,

Sane Enfer medades Tranomesl bles
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CAPTULD CLAVEILUSTRADA PARA LARYAS DE CUARTO ESTADHD OUAE SE ORIAMN EM RECIPIENTES ARTIFICIALES

-Segmentos abdominakes Vil y Vil con placa esclerotizada dorsak segmento Vil con dientes langosen
el peine. (Fig. 14} Orthopodarmy|a sampaiol

-Segmentosabdominales VIly Vil sin placaesclerotizada dorsal: peine ded segmento VIl reemiplazado
por una placa con dos cerdas, (Fig. 15) Towortmichites

Figura 14, Extema del abdomende  Orthopodomyta sampaicl Figura 1% Extremo del shdamende  Toxorhynchites.

= Los dientes del peine (segmento abdominal Vill) parten de una placa esclerctizada grande;
cabeza mds larga queancha. (Fig. 16] Uranotaenia

= Los dientes del peine libres (segmento abdominal Vill) no parten de una placa escleratizada;
cabeza més ancha que larga. (Fig, 17) w6

Figura 16. Extremo del sbdomende  Uranotaema. [Figura 13 Extreama del sbodormen de - Cube .

S Enfemmedades Transmisbies
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CAPITULO 0 CLAVE ILUSTRADA PARA LARVAS DE CUARTO ESTADIO GLE SE CRIAN EN RECIFIENTES ARTIFICIALES

- Sifén com 2 o més pares de cerdas simples o mORIples, (FIG 18) v Culex *

- SHidn com un par de cerdas simple o mialtiple. (Fig, 19) » 7

Figura 18, Extramia del abdoman de Culsx, Figura 19 Extrema del abdomende  Bedes

*| Lo pipens quinduetasclatus prasenta 4 pares decopdas
en el =fn [figura 18], Tambidn e caracteristica la coloracidn
k5 S U (St | ey parie posterion dela cabeza,

7 |
- Silla de montar del segmento X completa. (Fig. 20 5 B
- Silla de montar del segmento ¥ Incompleta, (Fig. 21) % 3
Figura 1. Extrerno del sbdomende  Psorophor . Figura 21 Extrema del sbdomende  Aodes.

Sane Enfer medades Tranomesl bles
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CAPTULD CLAVEILUSTRADA PARA LARYAS DE CUARTO ESTADHD OUAE SE ORIAMN EM RECIPIENTES ARTIFICIALES

[ & |
- Brocha ventral con mds de 4 pares de cerdas unidos a la siflade montar; dientes del peine en Yillen una
fila; cerda 1 del sifén simple, {Fig. 22} Psorophora dliata
- Cerdas de b brocha ventral mo unidas a la silla de montar; dientes del peine en VIl en dos filas
imegulares; cerda 1 del sifon multiple. (Fig. 23) Ocherctatus scapularis

Figura 22, Extrermo el abdomen Figura 22. Extremna ded abdomen
o Psoraphdta Cats, de Qchberotatis sapalas.

Ex
- Cerdas de la brocha ventral ocupando mas de la mitad de |a longitud del segmento X; sifdn inflado
hacla la mitad; cerda 1 del sifdn simple. (Fig, 24) Psorophora cingulata
- Cerdas de la brocha ventral naciendo en ef tercko apical del segmento X siféin no Inflado en el medio;
cerda 1 del sifn miltiple, (Fig. 26) = 19

Feguem 24, Extremo ol abdomen de  Psoraphars cingulata.
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CAPFTULD | CLAVE ILUSTRADA PARA LARVAS OE CLARTD ESTADKS CrUE 3£ CRUAN EN RECIMENTES ARTIFRIALES

10|
- Brocha ventral formada por 5 o & pares de cerdas que nacen de un promontorio.
(Fig. 25) Haemagogus
- Brocha ventral con cinco o mds pares de cerdas que nacen de una grilla.
{Fig. 26) =1
Figrura 15 Extremo del abdomen de - Haemagogues. Figara 6. Extremo del abdomen de  Apdes.
11
= Dientes del peine del segrmento VIl dispuestos en una fils, con espina central larga; brocha ventral
faormada pos cince pares de cerdas (Fig, 271 hedes = 5z

- [Hentes del petne del segmenta VIll dispaestos en varkas filas, ususlments con fecs; brocha ventral
con mbs de cinco pares de cerdas (Fig. 28) Ochlerotatus - 13

Flipara 27, Batremi ced abdomen de  fedes [Fgura 28, Exrem et abdomen de  Oohleratates,

Sane Enfer medades Tranomesl bles
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CAPTULD CLAVEILUSTRADA PARA LARYAS DE CUARTO ESTADHD OUAE SE ORIAMN EM RECIPIENTES ARTIFICIALES

- Taraw con espinas late rales muy evidentss; dientes del peine def segmento VI con espinas
laterales visibles cerda 7 de |a cabeza simple, (Figs, 298, B, € s Aecles aegypt|

- Térax con esplras terales cortas; dientes del pelne del segmento VIl con espinas [aterales muy
pecuienas cerda 7 de la cabeza daoble o triple, (Figs. 30 &, By €) mmmmrrmmsmee Medes athopictus

Dierie del poine Dierte del peina

(k) [ante ded peine, Extrema el abdoman. (k) [arite ded peing, Extrema el abdoman.

() Mitad opsiescle de la cabeza envista dorsal. () Mitad ceopuiescle de la cabeza envisty dorsal.

Figguira 265, Aisthes gy Figra 30, Aedis albopictus,

S Enfemmedades Transmisbies
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- Aptena cublerta con espiculas muy evidentes, cerda 1 de b antens madltiphe, nackends en & medio de
L miksmvea; slla dhe montar con esplculas grandes en el borde postenior, (Fig, 31) v Ochlerestatus milbes

- Aritena cublerta con pequenas espiculas o sin ellas; cerda 1 de |a antena variable; silla de montar
com pequenas espioulas o sinellas en el barde posteniorn (Fig. 32) = W

Figaia 31, Cabeza y extrem del abclomen Fhipura 32, Antana y exteeim del
de Ochleratatus millen . abdiomen de Ochlerotatses fuviatilis

- Antena con espiculas; cerda 1 de la antena doble; dltima espina del pecten més separada
distalmente: borde posterior de la silla de montar sin espiculas. {Fig, 32) . Ochlerotatus fluviatilis

- Antena sin espiculas; cerda 1 de la antena simple; espinas del pecten equidistantes; borde
posterior de la silla de montar con espiculas. (Fig. 330 e Ochlerotatus terrens

Aens

Figrra 33, Amtena y ectrema- del sbdomends  Ochlerotatus bamrens.

Sane Enfer medades Tranomesl bles
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ANEXO C.

Modelo de jaula (balde plastico modificado) utiipapara la cria de mosquitos adultos

Se hicieron modificaciones a este modelo para patiliezarlo en el presente estudio.

Figura 17. Jaula para la cria de mosquitos adultos de lxcespedes

aegyptiFuente: NIH Public Access. Author Manuscript [Ctama et al.,
2010].
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ANEXO D.

Uso de sangre de vaca o cerdo en embutido paialimentacion hematofaga

mosquitos adultog otros insectos de interés sanita

acion hematé
logia, UNA C

115



ANEXO E.

Procedimiento operativo estandar para la colecta de campo de huAedes aegypti
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Los huevos de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) colectados a través de ovitrampas
ubicadas en las localidades seleccionadas para el estudio, serviran para establecer la
poblacidon de estudio para los bioensayos. Las larvas colectadas de la misma especie,
serviran para confirmar la presencia de la especie en las localidades de colecta y para
confirmar la clasificacion de las larvas que eclosionen de los huevos colectados.

Antes de iniciar la colecta:

1. Seleccionar de antemano los sitios o localidades en donde se realizaran las
colectas.

2. Seleccionar las manzanas, cuadras o viviendas en donde realizara la colecta en
dichas localidades.

3. Asegurarse de contar con el material necesario para la colecta.

4. Contar con una unidad GPS para poder referenciar geograficamente los sitios de
colecta.

Materiales para la colecta de huevos:
1. Recipientes plasticos de color negro con capacidad de entre 800 y 1000 ml.

2. Papel absorbente o papel filtro (puede usarse el papel filtro utilizado en las
percoladoras de café).

3. Bolsas plasticas Ziploc.
Etiquetas adhesivas.
Marcador de tinta indeleble.
Lupa.

GPS.

N o un oA

117




PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR o
PARA LA COLECTA DE HUEVOS Y LARVAS DE Aedes aegypti Pagina
(DIPTERA: CULICIDAE) EN EL DISTRITO CENTRAL, FRANCISCO 2/4
MORAZAN

Materiales para la colecta de larvas:

1. Succionador de plastico con bulbo de goma (pueden usarse también pipetas
plasticas Pasteur, goteros o cucharones soperos).

2. Recipientes plasticos de color blanco de diversos tamafnos (son utiles las cajas de
toallas humedas, botes pequeios de yogurt, gelatina, ice cream, etc.).

3. Lupa.

4. Botellas plasticas de refresco sin tapadera.
5. Gaza.

6. Bandas de hule.

7. Marcador de tinta indeleble.

8. GPS.

Durante la colecta de huevos:

1. Llenar cada ovitrampa con agua hasta una tercera parte del volumen total del
recipiente (el agua puede provenir directamente del suministro de agua en la
vivienda, de un barril o de la pila).

2. Colocar el papel absorbente o papel filtro dentro de cada ovitrampa. El papel
deberda humedecerse previamente para que pueda adherirse a la pared interna de la
ovitrampa, esto brindara una mayor superficie para la puesta de los huevos.

3. Colocar dos ovitrampas en los exteriores de cada vivienda (frente de la vivienda,
patio lateral, patio trasero, jardin, azotea, etc.).

4. Colocar las ovitrampas detrdas de macetas, barriles, pilas o cualquier sitio
sombreado, obscuro y libre de agua de lluvia (para evitar que la ovitrampa se
inunde). Si hay posibilidad de que el agua de lluvia alcance la ovitrampa, se deben
perforar unos pequefios agujeros en la superficie de la misma (antes de colocar el
papel absorbente o papel filtro) a manera de desagle.

5. Todas las ovitrampas se colocaran a una altura de 0 a 0.60 m del nivel del suelo.

6. En la medida de lo posible, las ovitrampas deben ubicarse fuera del alcance de
niflos o animales domeésticos.

118




PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR o
PARA LA COLECTA DE HUEVOS Y LARVAS DE Aedes aegypti Pagina
(DIPTERA: CULICIDAE) EN EL DISTRITO CENTRAL, FRANCISCO 3/4
MORAZAN

7. Una vez colocada la ovitrampa, adherirle una etiqueta que contenga los siguientes
datos: nombre de la localidad muestreada, nimero de la vivienda muestreada,
numero de la ovitrampa, fecha en la que fue colocada y la fecha en la que fue
retirada.

8. Se deberan anotar estos datos en una libreta utilizada como bitacora de campo,
en la cual se podran anotar ademas otros datos pertinentes (niumero codificado de
las viviendas muestreadas, nombre de los colectores, hora de colecta, etc.).

9. Se recomienda que las ovitrampas sean instaladas en todas las viviendas de una
localidad dentro de la misma semana.

10. Revisar las ovitrampas cada 5 o 7 dias después de colocadas (tiempo suficiente
para la oviposicion de hembras gravidas). Si se revisan cada 7 dias, siempre debe
hacerse en el mismo dia.

11. Lavar el recipiente, cambiar el agua y el papel absorbente o papel filtro en cada
revision.
12. En el caso de encontrarse durante una inspeccidon, una ovitrampa sin agua,

removida de su sitio o volteada, se llenard nuevamente, sera reubicada y no contara
para esa visita.

13. Retirar con cuidado el papel con huevos y colocarlo en una bolsa plastica Ziploc.

14. Rotular la bolsa con el niumero de ovitrampa utilizando un marcador de tinta
indeleble.

15. Tomar las coordenadas geograficas y anotarlas en la libreta de campo.
16. Transportar al laboratorio o area de trabajo.

17.Las ovitrampas deberan ser mantenidas en cada punto por un periodo de 1 a 3
semanas hasta conseguir un 40% de ovitrampas positivas con huevos viables.
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Durante la colecta de larvas:

1. Colectar todas las larvas posibles encontradas en recipientes ubicados en el
exterior de las viviendas (bases de macetas, pilas, barriles, latas, llantas, bebederos
de animales, etc.) utilizando un succionador de plastico con bulbo de goma, gotero,
pipeta plastica Pasteur, o cucharon sopero.

2. Colocar las larvas en un recipiente plastico de color blanco para poder observarlas
y asegurarse que corresponden con larvas de mosquito (se deberan colectar todas las
especies de mosquitos encontradas, no solo de Aedes aegypti, ya que esto permitird
tener una idea de las especies circulantes en la zona).

3. Pasar las larvas a botellas plasticas de refresco previamente lavadas.
4. Cubrir el pico de cada botella con una pieza de gaza.
5. Sujetar la gaza alrededor del pico de la botella plastica con bandas de hule.

6. Escribir en las botellas el nombre de la localidad en donde se colectaron las larvas
utilizando un marcador de tinta indeleble.

7. Escribir los mismos datos en la libreta de campo, ademas de otros datos que crea
pertinentes.

8. Transportar las botellas con las larvas al laboratorio (area de trabajo).
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Procedimiento operativo estandar para la cria en cautiveAedes aegyy.
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Insectario del Bioterio - UNAH:

Un insectario es un espacio fisico destinado y acondicionado para la cria vy
mantenimiento de ciertas especies de insectos, que en la mayoria de los casos
corresponden a especies de interés médico-epidemioldgico por su vinculacion con
enfermedades en humanos. Los procedimientos descritos a continuacion describen la
metodologia empleada para la cria de mosquitos de la especie Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) en el espacio acondicionado como insectario ubicado en el
bioterio de la Universidad Nacional Autbnoma de Honduras, Tegucigalpa, M.D.C.

Origen del material biolégico del insectario:
Seran mantenidos en el insectario:

1.huevos de la especie Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) procedentes de la cepa
Rockefeller (cepa de referencia de Aedes aegypti susceptible a insecticidas, originaria
del Caribe en la década de 1930) y huevos de mosquitos de la misma especie
colectados a través de ovitrampas ubicadas en localidades seleccionadas para los
fines de este estudio.

2. Larvas de A. aegypti procedentes tanto de huevos eclosionados de la cepa
Rockefeller como de huevos eclosionados de las muestras colectadas en los sitios de
colecta.

3. Adultos de A. aegypti procedentes de la cria tanto de larvas de la cepa Rockefeller
como de larvas resultantes de las muestras (huevos) colectados en el campo.

Procesamiento inicial de huevos de la cepa Rockefeller:

Los huevos de la cepa de referencia Rockefeller que obtenga por primera vez
(comunmente proporcionados por un insectario de referencia o una casa comercial)
deberan manejarse de la forma siguiente:
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1. Guardar los huevos en bolsas Ziploc.

2. Con un marcador de tinta indeleble, escribir sobre la bolsa: (a) cepa Rockefeller; y
(b) fecha en la que fueron guardados los huevos en la bolsa.

3. Guardar la bolsa con los huevos dentro de un recipiente hermético (puede
utilizarse una hielera, una caja de plastico, una caja de madera, etc.) en un lugar
fresco hasta que se necesite su hidratacion.

Nota:Si los huevos han sido obtenidos por pedido a un insectario de referencia o una
casa comercial, estos vendran embalados y etiquetados de tal forma que no serd
necesario guardarlos en bolsas plasticas herméticas, por lo que los pasos 1 y 2
podran omitirse, pero aun deberan ser almacenados en un recipiente hermético.

Manejo de los huevos obtenidos mediante ovitrampas:

Los huevos obtenidos mediante ovitrampas colocadas en las localidades de colecta
seleccionadas para el estudio, deberan manejarse de la forma siguiente:

1.Sacar el papel filtro con huevos de las bolsas Ziploc y colocarlo sobre platos hondos
de foam hasta que el papel filtro este seco. Puede acelerar el secado el colocar un
ventilador (esto puede tardar un dia o dos).

2. Si al terminar el dia el papel filtro con huevos no se ha secado, coloque este
dentro de un recipiente hermético (como los listados arriba) y vuelva a sacarlos al dia
siguiente. Esto evitara que los huevos sean dafiados por hormigas u otros insectos.

3. Una vez secos, guarde nuevamente el papel filtro con huevos en bolsas Ziploc
(puede ser la misma bolsa en la que los trajo del campo) y almacene estas en un
recipiente cerrado hasta que esté listo para hidratarlos.

Hidratacion de los huevos:

Tanto los huevos de la cepa de referencia Rockefeller, como los huevos procedentes
de muestras de campo, deberan ser manejados de la forma siguiente:
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1. Llene un recipiente plastico hasta un cuarto de su capacidad con agua declorada
gue servird como habitat artificial para las larvas y las pupas una vez eclosionados
los huevos. El agua puede ser agua dulce del grifo a la que se le induce la
evaporacion del cloro mediante aireacién con un compresor pequeino de pecera por
un periodo de 24 horas.

1. Sacar el papel filtro con huevos de la bolsa que lo contiene, teniendo el cuidado de
no perder huevos durante la manipulacién. Puede utilizar guantes durante este
procedimiento, de esta forma, observara si quedan en su mano algunos huevos.

2. Colocar el papel filtro con huevos dentro de un recipiente plastico con agua
declorada, de manera que este flote sobre la superficie del agua. Si usa guantes en el
paso anterior y quedan en sus manos algunos huevos, coléquelos directamente sobre
el agua o sobre el papel filtro (Figura 1, pagina 4).

3. Deje el papel filtro en el agua durante unos dias (entre dos a cuatro dias en
promedio) hasta que vea larvas de primer estadio (L1) en el recipiente. Recuerde que
A. aegypti pasa por cuatro estadios larvales: L1, L2, L3 y L4, tras lo cual aparece el
estadio de pupa (Ultima fase acuatica) antes de emerger el adulto.

4. Utilice una lupa de mano para confirmar la presencia de larvas L1 en el recipiente.

5. El tiempo de desarrollo de las larvas desde su primer estadio (L1) hasta cuarto
estadio (L4), puede tardar entre 7 y 10 dias, de acuerdo a las condiciones de
temperatura y humedad.

Nota:Recuerde que los huevos son traidos del campo en papel filtro himedo (por
que han sido retirados de una ovitrampa) que llega al insectario dentro de bolsas
Ziploc, por lo que es necesario secar el papel con los huevos antes de poder trabajar
con ellos.

Uso de recipientes plasticos para hidratacion de huevos:

1. Los recipientes plasticos utilizados para hidratar los huevos y criar las larvas,
pueden ser baldes medianos de ice cream, panas plasticas para guardar alimentos,
cajas plasticas de toallitas humedas, etc., de color blanco para poder observar el
desarrollo larval (Figura 2, pagina 4).
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Figura 1. Huevos en hidratacion. Figura 2. Recipiente plastico.

Alimentacion de las larvas:

1.Una vez que observe larvas L1, deje pasar un dia o dos antes de comenzar a
alimentar las larvas.

2.Alimente las larvas con concentrado de conejo o perro molido, o con higado de res
liofilizado. Este ultimo constituye un alimento ideal para las larvas y puede ser
obtenido por pedido en casas comerciales de suplementos bioldgicos.

3. Utilice la medida de un cuarto de una cuchara pequena del alimento molido cada 2
o 3 dias (Figura 3).

Figura3. Alimentacién de larvas
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Distribucion de recipientes con larvas de la cepa Rockefeller y
larvas de la cepa de campo:

Larvas de la cepa Rock:

1. Mantenga suficientes recipientes para la crianza de las larvas de la cepa Rock (el
numero de recipientes estara en funcion de las densidades larvales que piense
manejar).

2. Etiquete los recipientes que contienen las larvas de la cepa Rock utilizando un
marcador indeleble para escribir en un extremo del recipiente un nimero o codigo.

3. Ubique los recipientes en un extremo de una mesa o meson, de manera que sobre
espacio para ubicar otros materiales u equipo en ella.

4. Asegurese de ubicar los recipientes en una seccion iluminada del insectario, ya que
la cantidad de luz que reciben las larvas es fundamental para su desarrollo.

Larvas de la cepa de campo:

1. Mantenga suficientes recipientes para la crianza de las larvas de la cepa de campo
(el nimero de recipientes estara en funcién de las densidades larvales que piense
manejar).

2. Etiquete los recipientes que contienen las larvas de la cepa de campo utilizando un
marcador indeleble para escribir en un extremo del recipiente un nimero o codigo.

3. Ubique los recipientes en un extremo de una mesa o meson, de manera que sobre
espacio para ubicar otros materiales u equipo en ella.

4. Asegurese de ubicar los recipientes en una seccion iluminada del insectario, ya que
la cantidad de luz que reciben las larvas es fundamental para su desarrollo.

Monitoreo del desarrollo de las larvas:

El crecimiento de las larvas es diario, por lo que debe mantener un monitoreo
constante sobre las mismas:
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1. Revise varias veces durante el dia cada recipiente con larvas (tanto recipientes con
la cepa Rock como recipientes con la cepa de campo).

2. Retire las exhubias (mudas de piel) de las larvas de cada recipiente para no
saturar el agua con materia organica.

3. Anote cada dia en la bitdcora de trabajo, que estadios y sus fases presentan las
larvas en cada recipiente (cepa Rock, cepa de campo), de tal forma que pueda
determinar el tiempo promedio que tarda una larva en cambiar de estadio.

4. Alimente las larvas con higado de res liofilizado cada 2 o 3 dias segun sea el caso.

Nota:las fases de cada uno de los cuatro estadios larvales (L1, L2, L3 y L4) se
determinan estimando el tamano de una larva en relacion a las demas larvas en el
recipiente, y se describen como: (a) fase temprana; y (b) fase tardia. Se omite una
fase intermedia por carecer de valor practico.

Manejo de pupas:

El estadio de pupa es el ultimo estadio acuatico antes de emerger el adulto volador.
En este estadio el mosquito no se alimenta aunque también permanece en el agua
junto con las larvas. Para manejar las pupas siga las siguientes indicaciones:

1.Al revisar a diario los recipientes con larvas, fijese si hay pupas en ese recipiente.

2. Si hay pupas, retirelas de ese recipiente una a una utilizando un capturador
manual (Figura 4) o un colador pequefio y coldéquelas en un vaso plastico que
contenga agua del mismo recipiente en el que estaba la pupa (Figura 5).

3. Cuente el numero de pupas que traslada a cada vaso. Anote en la bitacora.

4. Coloque el vaso con pupas en una jaula para mosquitos adultos (Figura 6). Anote
en la bitdcora la cantidad de vasos con pupas en esa jaula y el nUmero de la jaula.

Nota: Aseglrese que no queden pupas en los recipientes con larvas.
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Figura 4. Capturador Figura 5. Vasos con pupas

170212011 10:01am

Figura 6. Colocando vasos con pupas en jaulas para
mosquitos adultos
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Mosquitos adultos:

Una vez que las pupas han completado su ciclo vital (entre 2 y 3 dias), surgen los
mosquitos adultos. Para evitar fugas de mosquitos adultos, asegurese de sacar todas
las pupas que encuentre en los recipientes con larvas y coléquelos en vasos con agua
declorada dentro de las jaulas para adultos. De no hacer lo anterior, pueden ocurrir
fugas de mosquitos que alcancen su adultez en los recipientes con larvas.

1. Una vez emergidos los mosquitos adultos dentro de las jaulas, coloque un algodon
embebido en una solucién azucarada (solucion azucarada al 15%) sobre un bote o
vaso. Tanto hembras como machos de A. aegypti se alimentan de carbohidratos los
primeros dos dias desde haber emergido de la pupa.

2. Cambié el algoddon azucarado cada vez que este se seque para asegurar la
alimentacion de los machos. Los machos a diferencia de las hembras, no consumen
sangre, por lo que se deben alimentar siempre con compuestos azucarados.

3. Al segundo dia de haber emergido los adultos, alimente las hembras con sangre,
para lo cual puede utilizar una bolsita hecha con intestino de res o cerdo
deshidratado previamente en sal y llena con suficiente sangre fresca o conservada en
anticoagulante (Figura 7). Utilizar guantes y jeringas en este punto.

4. Alimente con sangre cada 2 o 3 dias cada jaula con hembras adultas.

5. Escriba en el centro de un papel filtro la fecha (dd/mm/aa) y el nimero de la jaula
en donde lo va a colocar utilizando un lapiz de tinta indeleble (Figura 8).

6. Humedezca el papel filtro con agua y coléquelo en un plato hondo de foam, de tal
manera que el papel filtro cubra las paredes del plato (Figura 9).

7. Llene con agua (del grifo o destilada) hasta la mitad el plato con el papel filtro y
coldquelo dentro de una jaula para mosquitos adultos (Figura 10).

Nota: El papel filtro humedecido servird como sustrato para los huevos una vez que
las hembras estén listas para oviponer. Las hembras de A. aegypti ponen huevos
sobre la superficie del agua, no en el agua.
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Figura 7. Intestino con sangre

Figura 9. Papel filtro en plato hondo Figura 10. Plato en jaula para adultos
de foam
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Recuperacion de huevos de las jaulas para adultos:

1. Retire el plato de foam de cada jaula cuando vea que hay huevos depositados
sobre el papel filtro (Figura 11). Los huevos pueden verse facilmente ya que son de
color oscuro (negro).

2. Al sacar el papel filtro con huevos, si este estéa hiumedo, coléquelo en una caja
cerrada (puede ser una caja de foam) hasta que esté totalmente seco. Una vez seco,
guardelo en una bolsa Ziploc a la que le escribird con un marcador indeleble la fecha
en la que fue puesto el papel filtro y la fecha en la que fue retirado de la jaula (Figura
12.)

3. Guarde el papel filtro seco dentro de la bolsa Ziploc en un recipiente hermético
hasta que necesite hidratar los huevos.

Figura 11. Papel filtro himedo con huevos de A.
aegypti
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Figura 12. Etiquetado de bolsa Ziploc antes de ser
guardada con huevos de A. aegypti

Consideraciones de bioseguridad:

Tomar las siguientes consideraciones de bioseguridad durante la crianza en cautiverio
de mosquitos de la especie A. aegypti:

1.Solo el investigador principal del estudio o su asistente (en caso de ser necesario),
tendran acceso a la manipulacion del instrumental de laboratorio, equipo o material
bioldgico disponible para la cria de los mosquitos y los bioensayos.
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2.Las jaulas (baldes plasticos) en las que permaneceran los mosquitos adultos, seran
manipuladas Unicamente por el investigador principal y su asistente.

3. Se debe utilizar gabacha manga larga para evitar en caso de fuga, la picadura de
los mosquitos sobre la piel.

4. No se debera poner en contacto ningln material del insectario (jaulas, bandejas
para larvas, coladores) con el insecticida quimico a utilizar.

5. Se deberd realizar lavado de las manos antes de manipular las larvas o los
recipientes que las contengan, para evitar introducir elementos extranos y fuentes de
contaminacidn para estas (sobre todo con la cepa de referencia).

6. No se permitira el acceso de personas con sintomas de gripe o dengue al area de
trabajo.

7. Se evitara la fuga de mosquitos por las siguientes vias: (1) Las ventanas en el
area de trabajo estan cerradas con una malla de punto fino que evita la entrada y
salida de insectos al interior; (2) Los baldes plasticos que contienen los mosquitos
adultos (con capacidad de vuelo) estan cubiertos con una doble malla de fibra de
vidrio que permite a su vez la visualizacion al interior de los baldes; (3) La
manipulacién de los baldes plasticos que contienen los mosquitos adultos estara a
cargo Unicamente del investigador principal o un ayudante capacitado para dichas
tareas.

8. En caso de fuga, se cerrara el cubiculo de trabajo por 12 horas sin permitir el
acceso de personas y se eliminaran los mosquitos que hayan escapado fuera de los
baldes de cria mediante un insecticida de bajo impacto o por destruccién manual de
cada mosquito.

9. Se colocara un rétulo en la entrada del insectario indicando que este especio se
lleva a cabo la crianza de mosquitos y que el acceso es restringido.
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Manejo de guantes descartables y jeringas con sangre de animal:

1. Se utilizaran guantes de latex para evitar el contacto directo con la sangre de
origen animal utilizada para la alimentacién de mosquitos adultos. Los guantes seran
descartados en bolsas de seguridad y esterilizados en autoclave antes de desecharse
de forma definitiva.

2. Se utilizaran jeringas para pasar sangre de animal de viales con anticoagulante a
beakers o vasos plasticos que contendran dicha sangre hasta ser vaciada en
porciones de intestino deshidratado de res o cerdo para la alimentacion de mosquitos
adultos. Las agujas seran descartadas en un envase plastico grueso lleno hasta la
mitad con una solucion de cloro al 5%. En ningln momento la aguja serd tapada con
el cobertor.

3. La porcién plastica de la jeringa sera colocada en una bolsa de seguridad para
posteriormente ser esterilizada en el autoclave antes de descartarse de forma
definitiva.

Manejo de restos de intestino de res utilizado en la alimentacién de adultos:

El intestino de res o cerdo junto con la sangre no utilizada después de alimentar los
mosquitos adultos sera descartado en bolsas de seguridad para restos bioldgicos para
posteriormente ser esterilizados en el autoclave.

Esterilizacidon de materiales de vidrio con restos de sangre de animal:

Todo material de vidrio utilizado en la preparacién del intestino con sangre de animal
sera esterilizado depositando estos utensilios en una solucién de cloro al 1% por al
menos 30 minutos. Desinfectar posteriormente en autoclave.
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Antes de comenzar a trabajar:

Al trabajar con un pesticida organofosforado como temefés (Abate), la preparacion
de diferentes concentraciones a partir de una solucidon stock de dicho pesticida, debe
realizarse en una campana de extraccion de gases.

Toda persona que utilice la campana de extraccion de gases debe usar el equipo de
proteccion personal (gabacha manga larga, zapatos cerrados, guantes y mascarilla si
el procedimiento lo requiere).

Para trabajar en la Campana de Extraccion de Gases, Laboratorio
Teasdale-Corti:

1. Esta campana debe estar adecuadamente ventilada hacia el exterior.

No almacene solventes y acidos en el mismo gabinete (gabinete de la campana).
En este gabinete solamente se permite el almacenamiento de acidos.

No bloquee la puerta del gabinete.

i &N

Limpie inmediatamente los derrames dentro de la campana y el gabinete.

Datos del insecticida adquirido:

Para este estudio se adquirié un frasco de 100 mg de temefds (Abate) en grado
técnico de 97.5% de pureza. El temefds (Abate) grado técnico comercial puede
adquirirse en concentraciones de entre 90% hasta 98% de pureza, dependiendo de la
casa comercial que surta el producto y de las especificaciones dadas por el
investigador.

136




PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR Pagina
PARA LA PREPARACION DE SOLUCIONES DEL PESTICIDA TEMEFOS | 2/9
(ABATE)
LABORATORIO TEASDALE CORTI

Preparacion de una solucion stock a partir de la formulacion
comercial de temefdos (Abate):

Se preparara una solucion stock tomando 25.64 mg de temefés (Abate) al 97.5% en
50 ml de alcohol etilico al 99% de pureza (disolvente). Esta solucién estarda a una
razén de 1: 2 (una parte del insecticida en dos partes del disolvente). La
concentracion final de la solucidon stock sera de 500 ug/ml o 500 ppm (ver diagrama
en la pagina 7).

1.Preparar un baldn de fondo plano o un matraz de Erlenmeyer de 50 ml.
2. Pesar 25.64 mg de temefds (Abate) al 97.5% de pureza.

3. Colocar los 25 mg de temefds (Abate) dentro del balon de fondo plano.
4. Preparar alcohol etilico al 99%.

5. Aforar hasta 50 ml con el alcohol en el balén que contiene 25.64 mg de temefds.

Preparacion de concentraciones de temefos (Abate) a partir de
una solucion stock de 500 pg/mil:

Se prepararan cinco concentraciones de temefds (Abate) a partir de una solucién
stock de 500 pg/ml, tomando cinco alicuotas de dicha solucion. Las concentraciones a
preparar seran: 0.024 pg/ml; 0.012 pg/ml; 0.006 pg/ml; 0.003 pg/ml y 0.0015
HMg/ml (ver diagrama en la pagina 8).

Preparacidén de una solucién de 0.024 pyg/ml:

1. Preparar un balén de fondo plano con capacidad de 1000 ml y un balén de fondo
plano con capacidad de 100 ml.

2. Tomar una alicuota de 4.8 ml de la solucién stock con una micro pipeta o pipeta
volumétrica con capacidad de 5 ml.

3. Verter dicha alicuota en un baléon de 1000 ml.
4. Aforar hasta 1000 ml con alcohol etilico al 99%.
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5. Tomar una alicuota de 1 ml del balén de 1000 ml con una micro pipeta o pipeta
volumétrica con capacidad de 1 ml.

6. Verter dicha alicuota en un balén de 100 ml.
7. Aforar hasta 100 ml con alcohol etilico al 99%.

Preparacidén de una solucién de 0.012 pyg/ml:

1. Preparar un balén de fondo plano con capacidad de 1000 ml y un balén de fondo
plano con capacidad de 100 ml.

2. Tomar una alicuota de 2.4 ml de la solucién stock con una micro pipeta o pipeta
volumétrica con capacidad de 5 ml.

3. Verter dicha alicuota en un balon de 1000 ml.
4. Aforar hasta 1000 ml con alcohol etilico al 99%.

5. Tomar una alicuota de 1 ml del balén de 1000 ml con una micro pipeta o pipeta
volumétrica con capacidad de 1 ml.

6. Verter dicha alicuota en un balén de 100 ml.
7. Aforar hasta 100 ml con alcohol etilico al 99%.

Preparacidon de una solucién de 0.006 pg/ml:

1. Preparar un balén de fondo plano con capacidad de 1000 ml y un balén de fondo
plano con capacidad de 100 ml.

2. Tomar una alicuota de 1.2 ml de la solucién stock con una micro pipeta o pipeta
volumétrica con capacidad de 5 ml.

3. Verter dicha alicuota en un balon de 1000 ml.
4. Aforar hasta 1000 ml con alcohol etilico al 99%.

5. Tomar una alicuota de 1 ml del balén de 1000 ml con una micro pipeta o pipeta
volumétrica con capacidad de 1 ml.

6. Verter dicha alicuota en un balén de 100 ml.
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7. Aforar hasta 100 ml con alcohol etilico al 99%.

Preparacion de una solucién de 0.003 pg/ml:

1. Preparar un balén de fondo plano con capacidad de 1000 ml y un balén de fondo
plano con capacidad de 100 ml.

2. Tomar una alicuota de 0.6 ml de la solucidén stock con una micro pipeta o pipeta
volumétrica con capacidad de 5 ml.

3. Verter dicha alicuota en un balén de 1000 ml.
4. Aforar hasta 1000 ml con alcohol etilico al 99%.

5. Tomar una alicuota de 1 ml del balén de 1000 ml con una micro pipeta o pipeta
volumétrica con capacidad de 1 ml.

6. Verter dicha alicuota en un baléon de 100 ml.
7. Aforar hasta 100 ml con alcohol etilico al 99%.

Preparacion de una solucién de 0.0015 pyg/ml:

1. Preparar un balén de fondo plano con capacidad de 1000 ml y un balén de fondo
plano con capacidad de 100 ml.

2. Tomar una alicuota de 0.3 ml de la solucién stock con una micro pipeta o pipeta
volumétrica con capacidad de 5 ml.

3. Verter dicha alicuota en un balén de 1000 ml.
4. Aforar hasta 1000 ml con alcohol etilico al 99%.

5. Tomar una alicuota de 1 ml del balén de 1000 ml con una micro pipeta o pipeta
volumétrica con capacidad de 1 ml.

6. Verter dicha alicuota en un baléon de 100 ml.
7. Aforar hasta 100 ml con alcohol etilico al 99%.
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Consideraciones de bioseguridad:

Manipulacion y almacenamiento de temefds (Abate):

1.Este producto quimico debe ser manipulado Unicamente en una campana de
extraccion de gases.

2. Debe evitarse el contacto directo con la piel, ojos y prendas de vestir.
3. Debe evitarse ademas su ingestion e inhalacién.

4. Se deben lavar muy bien las manos después de su manipulacion.

5. Almacenar bajo refrigeracion.

6. Almacenar Unicamente con productos quimicos compatibles.

7. Mantener fuertemente tapados tanto los frascos como los recipientes (matraz de
Erlenmeyer o balén de fondo plano) que contienen insecticida.

Equipo de proteccidon personal:

Al manipular temefdés (Abate) grado técnico o concentraciones diluidas, se debe
utilizar siempre el siguiente equipo de proteccidon personal:

1.Utilizar anteojos de seguridad.

2. Utilizar guantes.
3. Utilizar gabacha y zapatos cerrados.

El uso de guantes, gabacha y zapatos cerrados reduce la posibilidad de sufrir dafios
en la piel por contacto accidental.

140




PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR N

PARA LA PREPARACION DE SOLUCIONES DEL PESTICIDA TEMEFOS | Pagina
(ABATE) 6/9

LABORATORIO TEASDALE CORTI

Proteccion personal adicional:

Respirador de filtro P3 contra particulas téxicas (no disponible).

Derrames y fugas:

En caso de ocurrir un derrame durante la manipulacion de este producto, siga las
siguientes recomendaciones:

1. No verter el producto al alcantarillado.
2. Barrer la sustancia derramada e introducirla en un recipiente con tapén hermético.

3. Recoger cuidadosamente el residuo y trasladarlo a continuacién a un lugar seguro.

Primeros auxilios:

1. En caso de contacto con los 0jos, enjuagar con agua de forma continua de 15 a 20
minutos.

2. En caso de contacto con la piel, quite las prendas de vestir contaminadas y
enjuague con suficiente agua durante 15 o 20 minutos. Si no hay quemadura, utilizar
jabdn para limpiar la piel.

3. En caso de inhalacidon, sacar al afectado del laboratorio y llevarlo a un lugar
ventilado donde pueda reposar. De ser necesario llevar al paciente al hospital para
aplicar oxigeno y tratar posibles complicaciones.

4. En caso de ingestion, enjuague la boca del afectado con suficiente agua y
proporcione de inmediato asistencia médica.
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Diagrama resumen:

Solucion Stock de
temefos (Abate)

C b

25 mg de temefos al 97.5% —» 50 ml alcohol etilico al 95%

Concentracion final: 500 pg/ml =500 ppm

NOTA: 1 mg = 1000 pug
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