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Introduccion

Las Enfermedades Transmitidas por Vectores (ETVs) representan un gran problema de Salud Publica
en el mundo. En México, las ETVs de mayor importancia son fiebre por Dengue, Zika y Chikungunya.
Los virus (arbovirus) que ocasionan estas enfermedades son trasmitidos principalmente por el mosquito
Aedes aegypti. Otro mosquito, Aedes albopictus, también puede ser vector de estos arbovirus, sin
embargo, su papel en epidemias en México no esta completamente comprobada. Estas ETVs estan
incorporadas a la agenda de prioridades de atencién, debido a la incidencia y el impacto sobre la
morbilidad y mortalidad en la poblacion.

El control quimico, a través de insecticidas, ha sido una estrategia comun para la reduccion de la
densidad poblacional en la fase adulta del mosquito. La aplicacién de insecticida a ultra bajo volumen
(UBV) en sus dos vertientes, nebulizacién en frio y nebulizacion térmica, que por su rapidez de
aplicacion y amplia cobertura en las areas de riesgo urbano es la estrategia adulticida mas importante
en areas epidémicas con brotes activos. Por otro lado, se encuentra el rociado residual, que consiste
en el empleo de productos de larga duracion aplicados en las superficies donde el mosquito puede
reposar. Estas técnicas han jugado un rol importante en la reduccién de epidemias en las ultimas
décadas

En algunas ocasiones el uso constante de insecticidas, la deficiente aplicacion o dosis usada
(sobredosificaciéon o subdosificacién), han hecho que los insectos estén expuestos a una intensa
presion selectiva. Debido a que las poblaciones de mosquitos son dinamicas con ciclos de vida muy
cortos, y como resultado de esta continua presion selectiva, se ha dado como resultado la resistencia
a insecticidas. La resistencia se refiere a la habilidad de los organismos de una poblacion para bloquear
la accidén toxica de un insecticida por medio de mecanismos metabolicos y no metabdlicos, y en
consecuencia sobrevivir a la exposicion a insecticidas. Involucra un fallo continuo para alcanzar los
niveles de control esperados aun cuando el insecticida se aplica en las concentraciones recomendadas.
La resistencia surge como una respuesta evolutiva natural al estrés ambiental y es heredable, sin
embargo, su aparicion puede ser retrasada. Conjuntamente, una poblacion puede presentar resistencia
cruzada cuando la resistencia que posee frente a un determinado insecticida favorece la resistencia
frente a otros. Esto a pesar de que la poblacion no haya sido expuesta jamas a otros insecticidas.

Durante la ultima década, el pais ha logrado avances importantes en el conocimiento y control de las
ETVs. Por esta razon, los sistemas de salud han logrado establecer estrategias integrales y novedosas
dirigidas a estudiar a detalle las poblaciones de mosquitos, midiendo y estimando su abundancia,
capacidad vectorial, diagnostico viral, y muy en particular evaluando la resistencia/susceptibilidad a los
insecticidas utilizados dentro del programa para establecer lineamientos y planes de manejo que
permitan que el manejo integral de control de mosquitos vectores sea exitoso.

La resistencia es una preocupacion tanto nacional como internacional. Es por esto que, lo esencial es
que se evalle de forma permanente la eficacia de los diversos productos permitiendo una seleccién
acertada y una precisa aplicacion. El manejo de la resistencia es una estrategia disefiada para
mantener la efectividad contemplando los diferentes modos de accién y la rotacidén de los insecticidas.
Como resultado de esta estrategia se pretende caracterizar y tener actualizado el panorama de la
resistencia de los insecticidas usados en México para un control eficaz en el area de transmision de
ETVs. La determinacion de la susceptibilidad/resistencia y las pruebas de eficacia biol6gica deben ser
una parte integral de los programas de control de vectores.
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Para cumplir con objetivo este Centro Nacional, establecié la red de Unidades de Investigacion
Entomolodgica y Bioensayos (UIEBs) en las entidades federativas de mayor riesgo, que han sido
capacitadas técnica y metodolégicamente para realizar cualquier prueba aqui presentada, para la toma
de decisiones a nivel estatal y federal.

Unidades de Investigacion Entomoldgica y Bioensayos
(UIEBSs)

Las UIEBs son los centros encargados de desarrollar las pruebas de susceptibilidad/resistencia y
eficacia biolégica de los insecticidas, asi como desarrollo de técnicas innovadoras en la operacion de
los programas de prevencion y control de vectores en México. Las UIEBs, cuentan con areas
especificas como un insectario, area de bioensayos, laboratorio de Identificacidbn taxonémica, bioterio,
principalmente, por lo que dan soporte a la ejecucion de nuevas y mejores estrategias y metodologias
de control en los progamas de vectores y zoonosis. Con esto se genera evidencia cientifica, que puede
ser replicada y comprobada, destinada a la toma de decisiones en los distintos niveles de gobierno.

Glosario de términos

1.1. Adulticida, a los insecticidas de origen quimico, bioquimico, microbiano, botanico o miscelaneo,
que que mata a la fase ultima de desarrollo (estadio adulto).

1.2.  Aedes (Ae.), género de mosquitos del Phylum Artropoda, Clase Insecta, del orden Diptera de la
familia Culicidae, subfamilia Culicinae, tribu Aedini. Actualmente, Aedes aegyptiy Aedes albopictus, las
especies transmisoras mas importantes del virus dengue, Chikungunya, Zika, Fiebre Amarilla, entre
otros flavivirus y alfavirus, se clasifican dentro del género Stegomyia, es decir Stegomyia aegypti y
Stegomyia albopicta. No obstante, para evitar confusiones y por costumbre se seguird denominando a
las especies anteriores como miembros del género Aedes.

1.3.  Arbovirus, a los virus patdgenos transmitidos por artropodos (géneros Flavivirus y Alfavirus). El
término tiene su origen en la contraccion en idioma inglés de "arthropod-borne virus".

1.4. Bioensayo, es cualquier método por el cual el efecto de una sustancia o material es cuantificado
en términos de la respuesta biologica (ej. mortalidad) que produce.

1.5.  Carbamatos, al grupo de insecticidas derivados de &cido carbamico, que actua interfiriendo el
impulso de una célula nerviosa a cualquier tejido, al inhibir la accién de la enzima acetilcolinesterasa y
perpetuar la sefal nerviosa.

1.6. Dosificacion de insecticida, a la cantidad de un preparado de insecticida, en polvo o liquido,
necesaria para abastecer el depdsito de una bomba aspersora.
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1.7.  Control quimico, al procedimiento aplicado contra los vectores, en sus estadios larvarios o
inmaduros y de imagos o adultos, utilizando plaguicidas derivados de un proceso de sintesis quimica
con efecto insecticida.

1.8. Dengue, a la enfermedad producida por el virus dengue. La enfermedad es importante porque
produce brotes explosivos de fiebre con sintomas no graves, con signos de alarma, o graves.

1.9.  Eclosion, al momento maximo de desarrollo del embrién dentro del huevo, lista para nacer.

1.10. Efecto residual, a la respuesta bioldgica medida por la mortalidad en bioensayos especificos de
la formulacion, tipo de aplicacion e insecto blanco, posterior a lo que puede considerarse como efecto
agudo (hasta 48 horas posteriores a la aplicacion). Se puede medir en dias, semanas, meses 0 anos,
de acuerdo al tipo de producto, formulacién y eficacia deseados.

1.1.  Efectividad biolégica, a la capacidad de plaguicida para generar una respuesta toxica en los
organismos blanco.

112. Equipo de aspersion, a los aparatos, generalmente bombas, disefiados para rociar los
insecticidas al aire o sobre una superficie.

1.13. Formulacién de insecticida, a la mezcla de ingrediente activo adicionada por vehiculo y/o
coadyuvantes y/o sinergistas, que le confieren utilidad para el tipo aplicacion y eficacia bioldgica contra
el insecto blanco.

114. Insecto, al artrbpodo hexapodo de la Clase Insecta, que se caracteriza por tener 3 pares de
patas, un par de antenas y su cuerpo esta dividido en 3 regiones bien diferenciadas: cabeza, térax y
abdomen.

1.15. Insecticida, a los plaguicidas de origen quimico, bioquimico, microbiano, botanico o miscelaneo,
que eliminan a los insectos vectores o evitan el contacto con el humano, que estan dirigidos a cualquiera
de los estadios de desarrollo (huevo, larva, pupa o imago) del vector.

1.16. Larvicida, a los plaguicidas de origen quimico, bioquimico, microbiano, botanico o miscelaneo,
que al insecticida que mata a la fase juvenil (larval) de larvas de los insectos.

1.17. Mortalidad aguda, al calculo de mortalidad en bioensayos la cual se mide hasta 24 o 48 horas
después de la exposicion a insecticidas quimicos, microbianos, miscelaneos o botanicos.

1.18. Nebulizacién a ultra bajo volumen, rociado o tratamiento espacial (UBV), al procedimiento para
la aplicacion espacial con niebla fria de los insecticidas con equipos pesados montados en vehiculos o
motomochilas, en formulaciones que puedan generar gotas fraccionadas cuyo diametro 6ptimo debe
fluctuar entre 15 y 25 micras.

1.19. Organoclorados, a los insecticidas quimicos organicos sintéticos, cuya estructura quimica

heterociclica contiene cloro y cuyo modo de accién especifica es la de afectar el impulso eléctrico,
mediante la inactivacion del canal de sodio en el axdn nervioso.
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1.20. Organofosforados, al grupo de insecticidas quimicos sintéticos que contienen fésforo y cuyo
modo de accion es afectar los procesos de comunicacion de las neuronas con los tejidos al inhibir la
accion de la enzima acetilcolinesterasa en el espacio sinaptico provocando una sobreexcitacion de los
musculos, la paralisis y muerte.

1.21. Piretroides, a los insecticidas de origen natural (piretrinas) o sintético, teniendo como nucleo
quimico los grupos funcionales ciclopropano carboxilato y cuyo modo de accion (similar al de los
organoclorados) es el de afectar el transporte de iones sodio a través de la membrana del axén nervioso.

1.22. Prueba de susceptibilidad, a los bioensayos estandarizados para detectar la aparicion de
resistencia a los insecticidas que se utilizan para el control de los insectos vectores de enfermedades.

1.23. Resistencia, a la capacidad de organismos de una poblacion para tolerar la dosis de un toxico
que seria letal para la mayoria de los individuos de una poblacién susceptible de una misma especie.

1.24. Riesgo entomoldgico, presencia y abundancia de los insectos vectores de alguna enfermedad.

1.25. Vector, a los organismos vivos que transmiten agentes patégenos entre personas, o de animales
a personas para desarrollar una enfermedad infecciosa, puede ser de manera biol6gica 0 mecanica.

1.26. Virus del Chikungunya, al virus de la Familia Alphaviridae, transmitido principalmente por la
picadura de mosquitos del genero Aedes. Causa la fiebre Chikungunya

1.27. Virus del Dengue, al virus de la familia Flaviviridae, género Flavivirus, conformado por cuatro
serotipos del DENV1 al DENV4, transmitido principalmente por la picadura de mosquitos del genero
Aedes. Causa la fiebre por Dengue.

1.28. Virus del Zika, al virus de la familia Flaviviridae, género Flavivirus, transmitido principalmente por
la picadura de mosquitos del genero Aedes. Causa la enfermedad del Zika. La infeccion durante el
embarazo es causa de microcefalia y otras malformaciones congénitas. También es un desencadenante
de sindrome de Guillain-Barré, neuropatia y mielitis.
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Bioensayos de resistencia/susceptibilidad a insecticidas

Los bioensayos o también llamadas pruebas biolégicas han sido disefiados para detectar si una muestra
representativa de organismos adultos, expuestos a una dosis determinada de insecticida alcanza la
mortalidad esperada en un tiempo determinado. A menor mortalidad se asume un menor grado de
susceptibilidad ocasionado por una posible resistencia al producto. Los bioensayos son esenciales para
brindar evidencia cientifica de que el producto evaluado mantiene o esta perdiendo efectividad en esa
poblacion y proponer productos alternos para el control.

El protocolo comunmente utilizado para determinar la susceptibilidad a insecticidas en mosquitos
adultos es el método de botellas impregnadas (desarrollado por el Center of Disease Control, CDC).
Consiste en utilizar un recipiente de vidrio (botellas Wheaton) con superficie interior impregnada con el
insecticida a una dosis determinada (Dosis diagnostico, DD). La DD es la dosis de referencia de
insecticida que debe matar el 100% de mosquitos susceptibles en un tiempo determinado. El tiempo
establecido para que el insecticida cumpla este objetivo (100% de mortalidad) es llamado tiempo de
diagnostico (TD). Ambos parametros se usan como referencia frente a los resultados de los bioensayos.
Con este método es poco probable obtener falsos resultados de susceptibilidad, ya que todo el interior
de la botella, incluyendo las tapas, es impregnado homogéneamente con la dosis del insecticida a
evaluar.

Material biologico

EL material biol6gico para los bioensayos deben ser mosquitos hembra Ae. aegypti o Ae. albopictus de
3-5 dias de post-emergencia, sin alimentacion sanguinea, generacion F1 de cepas parentales
establecidas a partir de huevos recolectados con ovitrampas en las localidades de estudio y criadas en
condiciones de insectario (temperatura constante de 29° C = 2°C, una humedad relativa de 70% +10%
y un fotoperiodo de 12L:120), como se establece en la Guia Metodologia para la instalacion y
mantenimiento del Insectario (CENAPRECE, 2018).

Insecticidas

Los insecticidas por probar seran de grado técnico (100% puros), sin sinergistas ni coadyuvantes. Para
cada insecticida a evaluar, se seleccionara la dosis y el tiempo diagnésticos de referencia (Tabla 1).
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Tabla 1. Dosis y tiempo diagnoésticos.

INSECTICIDA REFERENCIA
Clorpirifos 85 30 Lépez B, et al; 2014
Deltametrina 10 30 CDC, 2010
D-fenotrina 3 30 Bobadilla, 2010
Bendiocarb 12.5 30 CDC, 2010
Propoxur 12.5 30 Maestre R, et al; 2010
Malation 50 30 CDC, 2010
Bifentrina 1 30 Bobadilla, 2010
Alfa-cipermetrina 10 30 CDC, 2010
Ciflutrina 10 30 CDC, 2010
Lambdacihalotrina 10 30 CDC, 2010
Permetrina 15 30 CDC, 2010
Transcifenotrina 3 30 CDC, 2010

Materiales a utilizar

Acetona grado técnico

Algodén

Aspiradores manuales de mosquitos (Tubo de plastico de polietileno con manguera de hule)
Bata de laboratorio

Bitacoras, marcador indeleble, pluma y/o lapices para el registro de datos
Botellas Wheaton con tapa de rosca de 250 ml

Campana de extraccion

Cinta adhesiva para etiquetar botellas, tapas y pipetas

Cronémetro

Guantes de latex

Ligas

Marcadores indelebles para rotular botellas, tapas y pipetas

Micropipetas y puntas

Solucién de trabajo

Solucién azucarada

Vasos encerados (vasos de transferencia de mosquitos)

Tela tipo tul
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Metodologia para las pruebas de botella
Impregnacion

Durante la impregnacion el personal deber usar bata de laboratorio y guantes de latex. La impregnacion
se realizara dentro de la campana de extraccion.

a) Las soluciones de trabajo deberan templarse una hora antes de su aplicacién, y ser agitadas
suavemente.

b) Se utilizaran 5 botellas Wheaton de 250 ml para cada insecticida a evaluar (previamente lavadas y
libre de cualquier sustancia), 4 de estas botellas seran impregnadas con el insecticida a evaluar
(réplicas experimentales). Una botella estara libre de insecticida (solo se impregnara acetona grado
técnico) y se etiquetara como botella control (en esta botella no se debera observar mosquitos
derribados en ningln momento).

c) Cada botella sera impregnada colocando 1 ml de la solucion del insecticida a evaluar o acetona
(control negativo) (Figura 1).

IMPREGNACION DE

BOTELLAS CDC CON
TRATAMIENTO A
EVALUAR

Figura 1 Impregnacion de botellas Wheaton.

d) Mediante movimientos de rotacion, e invirtiendo y agitando suavemente, se recubrira la totalidad de
la superficie interna de la botella, incluyendo el fondo y el interior de la tapa. La botella sera colocada
de lado en una mesa (Fig. 2) dejando que el contenido se distribuya rotandola hasta que todas las
sefales visibles indiquen que la solucion se haya esparcido por todo el interior.
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Figura 2. Impregnacion de botellas Wheaton (continuacion).

e) Las botellas se destaparan y se dejaran secar en su totalidad dentro de la campana de extraccion
(Fig. 1) a temperatura ambiente, teniendo la precaucion de cubrirlas con papel o tela oscura para
proteger al insecticida de la degradacion por luz. Se recomienda 12 hrs. de secado.

Exposicion

a) Con un aspirador manual se introduciran 25 hembras a cada botella.

b) Para introducir los mosquitos dentro de las botellas, hay que soplar muy suavemente evitando que
los mosquitos se golpeen contra las paredes de la botella.

c) Primero se deben introducir los mosquitos en las botellas control, posteriormente introduzca en las
botellas impregnadas con insecticida, sin tocar el interior de la botella con el aspirador, ya que se
podria contaminar.

d) Registrar los datos de temperatura y humedad relativa (Anexo 1).

e) Una vez introducidos los mosquitos, se anotara el nimero de mosquitos derribados debido a la
manipulacién (Tiempo 0). Inmediatamente después se activard el cronometro e iniciara el
bioensayo.

Criterio de mosquitos derribados: aquellos mosquitos que estén inmovilizados y se deslicen por la
curvatura de la botella al rotarla (Fig. 3).

Figura 3. Observacion de Ae. aegypti derribados.
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f) Se registraran los datos de derribo/vivos observados a los 10 min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min,
y 60 min por botella (ver Anexo 1, Fig. 4).

Figura 4. Bitacoras para el registro de los datos de derribo y/o mortalidad.

g) Después de 60 minutos de exposicion los mosquitos vivos y derribados seran transferidos a vasos
encerados y tapados con tul. Se realizara la cuantificacidn de mosquitos recuperados y muertos las
24 hrs (Anexo 1). Cada vaso lleva un algodén impregnado con agua azucarada para evitar la
deshidratacion de mosquitos vivos (Fig. 5). Los mosquitos se mantendran en condiciones de
insectario descritas anteriormente.

Figura 5. Traslado y recuperacion de los mosquitos.
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h) En caso de que la mortalidad de los mosquitos de la botella control sea entre el 2 al 10%, se utilizara
la correccién de Abbot, donde:

% Mortalidad corregida

_ % mortalidad en botellas prueba — % mortalidad en botella control 100
B 100 % — % mortalidad en botella control x

Si el porcentaje de mortalidad fuese mayor al 10%, los resultados del ensayo bioldégico se deben
descartar y se debe realizar nuevamente el bioensayo prueba.

Para la reutilizacion de botellas, estas se deberan de lavar con agua jabonosa caliente y enjuagar a
con agua corriente, este procedimiento se repetira tres veces. Las botellas seran secadas al sol o en
autoclave. Para asegurar la correcta limpieza de las botellas se colocara una muestra de mosquitos
durante 60 minutos. En caso de observar derribo de los mosquitos expuestos, el procedimiento de
lavado, secado y la introduccion de mosquitos a las botellas debera repetirse.

Criterios de evaluacion del efecto

Los resultados de mosquitos caidos/muertos observados a lo largo de la exposicion al insecticida
permitiran determinar la susceptibilidad y/o resistencia de Ae. aegyptio Ae. albopictus a los insecticidas
probados. Se consideraran los criterios de interpretacion de las pruebas de susceptibilidad mostrados

en la Tabla 2.
Tabla 2. Criterios de mortalidad para establecer resistencia/susceptibilidad

Mortalidad del 98 al 100% Mortalidad del 90 al 97% Mortalidad menor al 90%
SUGERENCIA DE
SUSCEPTIBLE RESISTENCIA
Se puede usar el producto Se deben realizar pruebas No se puede usar el producto.
confirmatorias para determinar Necesario tener pruebas
la posibilidad uso, restriccién o confirmatorias que indiquen
eliminacion de uso. que el nivel de resistencia ha
disminuido hasta un valor
aceptable para su uso.

Plan de manejo y rotacion de insecticidas.
Con base en los resultados obtenidos, en caso que se muestre baja susceptibilidad al insecticida

evaluado se definira si se requiere la implementacion de una estrategia de manejo de la resistencia a
través de la rotacion de los diferentes grupos de insecticidas, para esto:
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e Se tomara en cuenta la toxicidad de las moléculas y los usos autorizados de las mismas.

e A la par se deberan realizar pruebas biologicas de eficacia bioldgica en campo con los productos
formulados recomendados en la lista de productos autorizados por este Centro Nacional.

e Se evitara en lo posible usar insecticidas del mismo grupo (carbamatos, piretroides,
organofosforados y organoclorados), considerando las diferentes opciones de control tomando en
cuenta los productos que estan siendo utilizados para el control de juveniles (larvas), y el producto
utilizado para el control de adultos, esto con la intencién de disminuir la presidn de seleccion en las
poblaciones de mosquitos.

e Se conocera de manera precisa el tiempo de uso de los diferentes grupos quimicos.

e Se continuara con los bioensayos de susceptibilidad/resistencia de manera sistematica por lo
menos cada dos anos.

Bioensayos de eficacia biolégica

Existen dos tipos de bioensayos de eficacia bioldgica destinados a determinar la capacidad de inducir
mortalidad de un determinado formulado insecticida. El primero es mediante la evaluaciéon del formulado
aplicado por un generador de ultra bajo volumen (conocida como nebulizacion UBV), para causar
mortalidad de mosquitos adultos de una poblacion determinada. La nebulizaciébn UBV es comunmente
utilizada para el control de mosquitos durante epidemias en areas grandes y en poco tiempo. El éxito
de la nebulizacion UBV radica en la capacidad que tiene un formulado para inducir mortalidad a largas
distancias, que se puede probar en la metodologia de pruebas lineales con transectos y con obstaculos
a distintas distancias donde seran colocados los mosquitos.

El segundo ensayo evalla la capacidad de un formulado para inducir mortalidad, pero ademas el efecto
residual del producto en superficies en las que puedan reposar los mosquitos (paredes, techos, etc.) y
por lo tanto tener contacto con el insecticida. La técnica se basa en la conducta intradomiciliar de los
mosquitos. La metodologia del ensayo consiste en rociar insecticida en distintos sustratos comunmente
utilizados para construir o cubrir techos y paredes (madera, cemento, ladrillo o bajareque, yeso etc.) y
colocando mosquitos dentro de un cono plastico transparente que estara adherido al sustrato rociado,
donde el objetivo es que los mosquitos se posen sobre el sustrato para tener contacto a la superficie
impregnada con el insecticida.

Ambos ensayos indirectamente también podran dar cierta informacibn acerca de la
susceptibilidad/resistencia a los productos utilizados en la nebulizacion UBV y en rociado residual
intradomiciliar.

Un aspecto importante a considerar es el tamafio de gota. Cada tipo de aplicacion, y en funcion al
formulado, tiene un rango particular de tamarfo de gota que permite la maxima eficiencia del insecticida.
Debido a esto las maquinas nebulizadores y los aspersores utilizados en el rociado residual deberan
ser calibrados cada vez que se vayan a utilizar.
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Material biologico

El material biologico para los bioensayos de eficacia bioldgica deben ser mosquitos hembra Ae. aegypti
o Ae. albopictus de 3-5 dias de post-emergencia, sin alimentacidn sanguinea, generacion F1 de cepas
parentales establecidas a partir de huevos recolectados con ovitrampas en las localidades de estudio y
criadas en condiciones de insectario (temperatura constante de 29° C + 2°C, una humedad relativa de
70% £10% y un fotoperiodo de 12L:120), como se establece en la Guia Metodologia para la instalacion
y mantenimiento del Insectario (CENAPRECE, 2018).

Insecticidas

Los productos a evaluar seran formulados que pueden o no contener sinergistas y/o coadyuvantes. El
formulado a evaluar, se aplicara siguiendo la dilucion y tamafio de gota que vienen en las instrucciones
otorgadas por el fabricante.

Prueba de penetracion lineal de adulticidas

Materiales a utilizar

Algodon

Agua o diluyente para el formulado

Anemoémetro

Aspiradores manuales de mosquitos (tubo de plastico de polietileno con manguera de hule)
Bitacoras o tablas con hojas de registro, marcador indeleble, pluma y/o lapices

Cajones de plastico (para transporte de jaulas con mosquitos)

Cinta adhesiva para etiquetar jaulas y/o vasos

Cinta métrica de 100 metros (tipo cruceta) o cuerda de 100 metros con divisiones cada 10 metros
DC-IV (para medicion de tamafno de gota)

Formulado insecticida

Franela o trapo

Jaulas cilindricas de 20 cm de altura 'y 10 cm de diametro, forradas con tela fu/ de nylon de 1.2 mm
de apertura de malla.

Ligas

Postes delimitadores (tipo cono para trafico automotriz)

Postes de PVC de 1.5 m de altura y diametro de 3 de pulgada

Solucién azucarada

Termohigrometro

Tela tipo tul

Trapo (para cubrir los cajones)

Vasos encerados (vasos de transferencia de mosquitos)
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Area de prueba

El espacio necesario debera no poseer ningun tipo de obstaculo, seré un area abierta, sin presencia de
arboles o alguna construccion que limite el paso del aire, se recomienda una superficie de 200 mts. de
largo por 100 mts. de ancho (Fig. 6). Sera necesario visitar el area seleccionada dos o tres dias antes
de realizar la prueba con la finalidad de conocer el patrén de velocidad y direccidén del viento. El area
de prueba no debera situarse a mas de 40 minutos de la UIEB (para evitar el estrés y posible afectacion
de los mosquitos por manipulacion).

Figura 6. Superficie necesaria para realizar una prueba lineal

Equipo generador nebulizador UBV

El equipo necesario sera una maquina nebulizadora de ultra bajo volumen (UBV) en frio de 180 HP,
montada en un vehiculo con la capacidad suficiente de carga. Previo al ensayo se debera:

Calibrar la descarga de acuerdo a la etiqueta del producto.

Calibrar el tamafo de gota (15 a 24 micras) y medir con un DC-IV.

Revisar que el funcionamiento de la maquina nebulizadora sea éptimo.

La calibracion se determinara por el tipo de insecticida y la boquilla debera estar posicionada en un
angulo de 35°.

Metodologia para la prueba lineal con transectos

a) Para el ensayo su usaran 10 jaulas experimentales y una jaula testigo. Utilizando el aspirador
manual, introducir 15 a 20 hembras en cada jaula. En caso de contar con suficiente material
biologico (mosquitos) se usaran 20 jaulas con dos jaulas testigo. Hacer la transferencia de
mosquitos con 3 6 4 horas de anticipacion al bioensayo.
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b) Transportar las jaulas con mosquitos en cajas al area de prueba. Para evitar la deshidratacion de
los mosquitos, cada jaula debe llevar un algodon impregnado con agua azucarada y la caja debe
cubrirse con una franela humeda.

c) Una vez en el area de prueba, colocar 10 postes de PVC a una distancia de 10 mts. de separaciéon
entre cada uno (100 metros en total). La colocacién de los postes sera siempre a favor del viento,
como se muestra en la Figura 7.

Inicio

& ek 100 mts.

Direccidn del viento

_.a
’

Término

Figura 7. Direccion correcta del viento en inicio de prueba lineal

d) Colgar las jaulas en cada uno de los postes, respectivamente etiquetadas (segun la distancia), para
determinar si el insecticida alcanz¢ a llegar hasta la jaula mas distante. Las jaulas testigos también
deberan colgarse, aunque éstos deberan ubicarse lejos del area nebulizada para que no sean
alcanzados por el insecticida durante la prueba.

e) Antes de iniciar el bioensayo y al terminar, se registraran los datos de temperatura, humedad
relativa, velocidad y direccién del viento (ver Anexo 2), a fin de correlacionar las variables
ambientales que pudiesen influir en la mortalidad. De haber presencia de lluvia se pospone el
bioensayo.

f) Registrar los datos del formulado utilizado y las especificaciones de nebulizacion usadas en la
maquina generadora de UBV (Anexo 2).

g) Para que el vehiculo se coloque a la distancia adecuada, los postes o conos delimitadores se

colocaran a 100 metros (hacia la izquierda y derecha) del primer poste de PVC con una separaciéon
al frente de 10 metros (Fig. 8). El vehiculo se colocara a la altura de un poste o cono delimitador.
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Poste o cono

delimitador
# @
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Direccion del Viento 100 m
;Fig}
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|:> - Postes P.\.C. con jaulas de mosquito
Direccidn del Viento
——> 100m
10 m

1 ®
* Poste o cono
ﬁ delimitador

Figura 8. Direccion correcta del viento, colocacién y trayecto de la maquina pesada en prueba lineal

h) Encender la maquina UBV. La prueba inicia al momento de abrir la llave de paso para iniciar la
descarga de insecticida. El vehiculo iniciara el recorrido a una velocidad de 10 km/hr; y haré el
recorrido a 10 mts. de distancia entre la linea de prueba. La llave de paso debe cerrarse al completar
los 200 mts., como se indica en la Fig. 8.

i) Mantener un tiempo de exposicion de 30 minutos, para conocer el nUmero de mosquitos derribados.

Criterio de mosquitos derribados: aquellos mosquitos que estén inmovilizados y se encuentren en
la base de la jaula.

J) Tomar las lecturas de mosquitos derribados en cada una de las jaulas (incluyendo la jaula control).

i) Retirar las jaulas y transferidos a vasos encerados y tapados con tul. Cada vaso llevar un algodén
impregnado con agua azucarada para evitar la deshidratacion de mosquitos vivos se mantendran
con algodén (agua azucarada), Llevar a cabo este procedimiento en el area de prueba, si las
condiciones lo permiten. Los mosquitos se mantendran en condiciones de insectario descritas
anteriormente.

j) A partir de la primera lectura de derribo, las siguientes se deberan tomar a las 3, 6, 12 hrs., con
una lectura final de mortalidad a las 24 horas.
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k) En caso de que la mortalidad de los mosquitos de la jaula control sea entre el 2 al 10%, se utilizara
la correccién de Abbot, donde:

% Mortalidad corregida

_ % mortalidad en botellas prueba — % mortalidad en botella control 100
B 100 % — % mortalidad en botella control x

Si el porcentaje de mortalidad fuese mayor al 10%, los resultados del ensayo bioldégico se deben
descartar y se debe realizar nuevamente el bioensayo prueba.

Criterios de evaluacion del efecto

Los resultados de mosquitos caidos/muertos observados posterior a la nebulizacion UVB permitira
determinar la eficacia de los formulados probados. Se considerara el criterio establecido en la NOM-
032-SSA2-2014 Para la vigilancia epidemioldgica, promocion, prevencion y control de las
enfermedades transmitidas por vectores, que a letra dice en su numeral “6.10.2 Para insecticidas
empleados en el control de mosquitos adultos (adulticidas) en rociados espaciales terrestres con
nieblas frias UBV o térmicas aplicadas en espacios abiertos con equipos pesados: que en pruebas de
penetracion lineal, ocasione una mortalidad aguda >90% a 80 metros y en pruebas domiciliares con
obstaculos, en cocina, patio y recamara ocasione una mortalidad promedio >90%” sera considerado
como un formulado altamente eficaz en el combate de insectos vectores.

Prueba biologica de residualidad en sustratos. Ensayo de
conos.

Material biologico

El material biologico para los bioensayos de eficacia bioldgica deben ser mosquitos hembra Ae. aegypti
o Ae. albopictus de 3-5 dias de post-emergencia, sin alimentacidn sanguinea, generacion F1 de cepas
parentales establecidas a partir de huevos recolectados con ovitrampas en las localidades de estudio y
criadas en condiciones de insectario (temperatura constante de 29° C + 2°C, una humedad relativa de
70% +10% y un fotoperiodo de 12L:120), como se establece en la Guia Metodologia para la instalacion
y mantenimiento del Insectario (CENAPRECE, 2020).
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Insecticidas

Los productos a evaluar seran formulados que pueden o no contener sinergistas y/o coadyuvantes. El
formulado a evaluar, se aplicara siguiendo la dilucion y tamafio de gota que vienen en las instrucciones
otorgadas por el fabricante.

Materiales a utilizar

Algodon

Agua o diluyente para el formulado

Aspiradores manuales de mosquitos (tubo de plastico de polietileno con manguera de hule)
Bitacoras de registro, pluma y/o lapices para el registro de datos

Cinta adhesiva para etiquetar jaulas y/o vasos

Conos de acetato

Cronometro

DC-IV (para medicion de tamano de gota)

Equipo de aspersion

Formulado insecticida

Ligas

Marcador indeleble

Solucién azucarada

Sustratos (bloques de cemento 0 madera o ladrillo/bajareque de 30 x 30 cm)
Tela tipo tul

Vasos encerados (vasos de transferencia de mosquitos)

Figura 9. Material necesario para realizar las pruebas de residualidad.

Equipo aspersor para rociado residual

El rociado residual de insecticidas es normalmente realizado a través del empleo de bombas aspersoras
de compresion de operacidon manual o con motor a gasolina. Previo al rociado se debera:

e Revisar que la boquilla del equipo no este danada o deteriorada
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e (Calibrar la boquilla/tamaro de gota y medir con un DC-IV.
e Revisar que el funcionamiento (varilla, presion, franja asperjada uniforme) del equipo aspersor sea
Optimo.

Metodologia para la prueba de residualidad en conos de la OMS

a) Impregnar los bloques de sustrato a evaluar con el insecticida a través del equipo de aspersion. Se
utilizaran 4 bloques de cada sustrato a evaluar. Tres estaran impregnados con el formulado y el
cuarto sera el bloque control el cual no sera impregnado con el formulado.

Figura 10. Colocacién de sustrato, listo para impregnar.

b) Registra los detalles del formulado y del equipo aspersor (Anexo 3).
c) Colocar y fijar los conos de acetato en los sustratos a evaluar.

Figura 11. Colocacion de los conos en el sustrato rociado con la formulacion a evaluar
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d) Con el aspirador manual, introducir dentro de cada cono 15 mosquitos hembra. Se recomienda que
el tubo sea curvo para facilitar la introduccién y extraccion de los mosquitos.

e) Eltiempo de exposicion sera de 30 minutos. Una vez transcurrido este tiempo se extraeran los
mosquitos.

Figura 12. Exposicién de mosquitos sobre los sustratos.

f) Antes de extraer los mosquitos, se hace una primera lectura del nimero de especimenes caidos.
Transferir los mosquitos a vasos encerados y tapados con tul. Cada vaso llevar un algoddn
impregnado con agua azucarada para evitar la deshidratacion de mosquitos vivos se mantendran
con algodon (agua azucarada),

g) Tomar las lecturas de derribo siguientes a las 24 horas para determinar la mortalidad aguda del
formulado.

I) En caso de que la mortalidad de los mosquitos de la jaula control sea entre el 2 al 10%, se utilizara
la correccion de Abbot, donde:

% Mortalidad corregida

_ % mortalidad en botellas prueba — % mortalidad en botella control 100
B 100 % — % mortalidad en botella control x

Si el porcentaje de mortalidad fuese mayor al 10%, los resultados del ensayo bioldégico se deben
descartar y se debe realizar nuevamente el bioensayo prueba.
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h) Usando el mismo bloque sustrato repetir el desde el procedimiento desde el inciso “d” al dia 7, 15,
30, 60 y 120. La lectura de derribo solo se realizara a los 30 minutos después de la exposicion al

formulado.

Criterios de evaluacion del efecto

Los resultados de mosquitos caidos/muertos observados posterior a la exposiciéon a los
sustratos impregnados determinar la eficacia y residualidad de los formulados probados. Se
considerara el criterio establecido en la NOM-032-SSA2-2014 Para la vigilancia
epidemioldgica, promocion, prevencion y control de las enfermedades transmitidas por
vectores, en su numeral 6.10.4. “Para adulticidas en rociado residual: Mortalidad aguda >98%
y efecto residual >75% durante 4 meses como minimo, en sustratos como madera, adobe,
concreto, azulejo, tabique, entre otros usados de manera regional’, sera considerado como un
formulado insecticida con eficacia y permitido para su uso en el combate de insectos vectores.
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Anexo |. Formato pruebas de resistencia
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SECRETARIA DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PROGRAMAS PREVENTIVOS
Y CONTROL DE ENFERMEDADES

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD "BOTELLAS"

Codigo del Pueblo Numero de Prueba
Investigador:
Informacién del Area:

Pais

Estado

Comunidad
Posicion de GPS

Pueblo

Fecha: (dia/mes/ano)

CENAPRECE

CENAPRECE

Tecnico:

Municipio

Informacién de la Muestra:
Especie Probada
Sexo

Método de Coleccion:

Posado sobre Humano en Intradomicilio
Posado sobre Humano en Peridomicilio
Coleccién en Corral de Ganado

Reposando durante la mafiana en Intradomicilio

Estado Fisiologico: Sin Sangre Con sangre
Informacion sobre Insecticidas:

Insecticida Probado Concentracion

Botellas impregnadas por
Datos de Expiracion de Botella
Numero de Veces de uso Botella

E m ) '

Especie Control

Edad (dias)

Reposando durante la Noche en Intradomicilio
Reposando durante la Noche en Peridomicilio
Coleccién larvaria

Cepa o Colonia

Semi-Gravida Gravida

Tamano de Botella

Fecha Impregnacién de Botella

Datos de Remocién Botella del Kit

Condici de Al j Temperatura del Cuarto c: Refrigerado
Condiciones de la Prueba:
Periodo de Exposicidn Inicial Temperatura C° Humedad Relativa %
Periodo de Observacion Después de 12 Horas
Periodo de Observacién Después de 24 Horas
Periodo de Observacion Final
Resultados de la Prueba: Periodo de Exposicion (minutos)
Botella 1 Botella 2 Botella 3 Botella 4 Botella 5 Control
Num.
Expuestos
Numero de Mosquitos Derribados Después de la Exposicién por Minutos:
Botella 1 Botella 2 Botella 3 Botella 4 Botella § Botella Control
Tiempo | Numero| Tiempo |Numero| Tiempo Numero Tiempo | Numero | Numero Tiempo Numero | Tiempo
INICIO
10'
20
30'
40'
50'
60"
120'
Numero de Mosquitos Muertos en el Fin del Periodo de Observacion:
Botella 1 Botella 2 Botella 3 Botella 4 Botella 5 Botella Control
Después 24
Horas

25
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Anexo Il. Formato pruebas biolégicas lineales

SECRETARIA DE SALUD
SALU D CENTRO NACIONAL DE PROGRAMAS PREVENTIVOS C ENA P RE C E

Y CONTROL DE ENFERMEDADES

PRUEBAS DE EFECTIVIDAD DE LA NEBULIZACION

ESTADO MUNICIPIO LOCALIDAD COLONIA |
FECHA ALTITUD SE N° de PRUEBA LUGAR DE LA PRUEBA |
PROCEDENCIA (LOCALIDAD Y FUENTE DE CAPTURA) ESPECIE MOSQUITOS EXPUESTOS |
LOTE FECHA DE CADUCIDAD INSECTICIDA INGREDIENTE ACTIVO DOSIS
MARCA DE LA MAQUINA DESCARGA DEL PRODUCTO ~ RPM _ TAMANO DE GOTA moK .
INCLINACION BOQUILLA “HR. INICIO HR. TERMINO _ TINICIAL ~ T° FINAL HUM INICIAL "HUM. FINAL
LECTURA A LA MEDIA HORA: T HUM DIRECCION VIENTO VEL. VIENTO R
VELOCIDAD DEL VIENTO: KM/HR KM/HR
INICIO PRUEBA FINAL PRUEBA TIPO DE PRUEBA
RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS DE PENETRACION DE LA NEBULIZACION
UBICACION DE LAS JAULAS AL FINAL DE LA LECTURA A LECTURA A
IO nen | SO | e |, | JEa00e WIS S
VeTRos | NTENSDADDEL | \egericion | "0 BxpuEsTos | oabos | - wueR| (Wl . | OBSERVACIONES
P1J1 10m
P1J2 [ 20m
P1J3 [ 30m
P1J4 | 40m
P1J5 [ 50m
P1J6 [ 60m
P1J7 | 70m
P1J8 [ 80m
P1J9 [ 90m
P1J10| 100 m
TOTAL
JAULA TESTIGO
JAULA TESTIGO
EVALUADOR!

pAS
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Anexo lll. Formato pruebas bioldgicas de pared

SECRETARIA DE SALUD
SALUD CENTRO NACIONAL DE PROGRAMAS PREVENTIVOS CENAPRECE
Y CONTROL DE ENFERMEDADES
PRUEBAS DE RESIDUALIDAD EN SUSTRATOS

Estado: Localidad: Fecha:
Lugar de la prueba: especie:
Nombre comercial: Ingrediente activo: Dosis:

Equipo utilizad T Hum. Rel:

Bioensayo 1 Sustrato: Horario:
Fechas
Exposiciones 1dia 7 dias 15 dias 30 dias 45dias 60dias 75dias 90dias 105dias 120dias
T°/H%
Conos exp| ahr | 2ahes | Exp. | abr | exp. | ahe | e | abe | exp. | abe | exp. | abe | e | abe | exp. | abr | e | abe | e | abe

1

2

3

4
Total exp.:
% MORTALIDAD:

Bioensayo 2 Sustrato: Horario:
Fechas
Exposiciones 1dia 7 dias 15 dias 30 dias 45dias 60dias 75dias 90dias 105dias 120dias
T°/H%
Muertos  |exp| 1hr | 2ahrs | Exp. | abr | exp. | hr | Exp. | abr | exp. | abr | Exp. | abr | exp. | abr | Exp. | abr | Exp. | abr | Exp. | abr

1

2

3

4
Total exp.:
% MORTALIDAD:

Bioensayo 3 Sustrato: Horario:
Fechas
Exposiciones 1dia 7 dias 15 dias 30 dias 45dias 60dias 75dias 90dias 105dias 120dias
T°/H%
Muertos |exp| 1nr [ 2ahrs | exp. | abr | exp. | he | exp. | abr | exp | abe | exp | abe | exp | abe | exp | abe | exp. | abe | Exp. | abr

1

2

3

4
Total exp.:
% MORTALIDAD:

Bioensayo 4 Sustrato: Horario:
Fechas
Exposiciones 1dia 7 dias 15 dias 30 dias 45dias 60dias 75dias 90dias 105dias 120dias
T°/H%
Muertos  Jexe| ahr | 2ahrs | exp. | abr | exo. | the | exp. | ahe | e | abe | exp. | otbe | Exp. | abe | e | oabe | exe | oabe | oexp. | abr

1

2

3

4
Total exp.:
% MORTALIDAD:

Bioensayo 4 Sustrato: Horario:
Fechas
Exposiciones 1dia 7 dias 15 dias 30 dias 45dias 60dias 75dias 90dias 105dias 120dias
T°/H%
Sustratos exp| 1hr 24hrs Exp.. 1hr Exp. 1hr Exp.. 1hr Exp. 1hr Exp.. 1hr EXp. 1hr Exp. 1hr Exp. 1hr Exp. 1hr
Tabicon
Tabique rojo
Repellado
Madera
Total exp.:
% MORTALIDAD:

Testigos Horario:
Fechas

Exoosici
xposiciones 1dia 7 dias i15dias | 30dias | 4sdias 60dias 75dias 90dias 105dias | 120dias

T°/H%
Sustratos exp. | 2abr | exp. | 2ahr | exp. | 2ahr | Exp. | 2abr | exp. | 2ahr | exp. | 2abe | Exp. | 2abe | exp. | 2ahe | exp. | 2abr | Exp. | 2abr
Tabicon
Tabique rojo
Repellado
Madera
Bajareque
Total exp.:
% MORTALIDAD:
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