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GLOSARIO

insecticidas

Concentracién
discriminante

(o diagnéstico) de
insecticida

(o diagnéstico) de
insecticida para
resistencia

Larvicida

. Gen que confiere resistencia a carbamatos y

. organofosforados por alteraciéon de su sitio diana, al

.~ codificar una acetilcolinesterasa insensible. La resistencia
. resulta de una Unica mutacién, G119S, en el gen Ace-1.

- Aplicacion de dos o mas insecticidas cuyos mecanismos de
. accioén no guardan relacion entre si dentro de una vivienda

o edificio (p.ej. una clase de insecticida en las paredes y otra

- clase sobre los mosquiteros utilizados en la misma vivienda).

La aplicacién de combinaciones de insecticidas difiere del

. uso de mezclas de insecticidas en que, en el primer caso, es

probable, pero no seguro, que un insecto vaya a entrar en

i contacto con ambos insecticidas.

. Concentracion de insecticida que, combinada con un fiempo
. de exposicidn predefinido, se utiliza para determinar las
. proporciones de fenotipos susceptibles y resistentes dentro

de una muestra de una poblaciéon de mosquitos. Se expresa
como porcentaje de principio activo por unidad de volumen
de aceite portador con el que se impregna, en una cantidad
fija por unidad de superficie del papel de ensayo.

Nota. La concentracion discriminante combina un tiempo fijo
de exposicion con la cantidad de insecticida aplicado sobre
el papel de ensayo, cuya absorcion depende del tiempo de
contacto tarsal efectivo.

Dosis fija de un insecticida disuelto en disolvente que se
aplica tépicamente al cuerpo del mosquito. Se utiliza para
determinar las proporciones de fenotipos susceptibles y
resistentes dentro de una muestra de una poblacion de
mosquitos.

Nota. Cuando el factor genético que confiere resistencia es
dominante o recesivo, solo opera una dosis discriminante.
Cuando dicho factor es semidominante, pueden operar dos
dosis discriminantes: una dosis inferior que solo matard a los
mosquitos susceptibles y una dosis mds alta que matard tanto a
los mosquitos susceptibles como a los resistentes heterocigotos
(pero no a los resistentes homocigotos).

Sustancia quimica aplicada a los hdbitats acudticos para

. matar a las larvas de mosquitos.

. Nota. Los larvicidas se aplican en forma de aceites o de

peliculas monocapa (para asfixiar a las larvas o pupas) o como
formulaciones del tipo de comprimidos (para la aplicacién

- directa), granulos, concentrados emulsionables, granulos
. hidrosolubles o polvos humectables.

Producto insecticida que consta de dos o mds principios

. activos coformulados o producto preparado como mezcla
- a granel de dos o mas principios activos de tal forma que,
. tras su aplicacién, el mosquito entre en contacto con todos
- ellos simultdneamente. Las mezclas utilizadas con fines de
. manejo de la resistencia suelen contener principios activos
i de diferentes clases.
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Mosaico de
insecticidas

Mosquitero
insecticida de larga
duracién (MILD)

Poblacién
susceptible

Progenie F1

hfheba# de
susceptibilidad

Resistencia cruzada

. Método para atenuar los efectos de la resistencia que
. consiste en aplicar insecticidas con distintos mecanismos
. de accioén en diferentes segmentos de la superficie tratada

(generalmente dividida en una cuadricula), de tal modo
que ciertas partes de la poblacién de mosquitos se vean
probablemente expuestas a un insecticida y otras partes a
otro insecticida de distinta clase.

Nota. Lo ideal es combinar este método con la rotacién de
insecticidas, de manera que los tratamientos que forman el
mosaico se vayan alternando periédicamente en los distintos
segmentos.

Mosquitero tratado en fdbrica, hecho de un material al que
el insecticida se incorpora o a cuyas fibras se fija. Un MILD
debe conservar su actividad biolégica eficaz durante al
menos 20 lavados normales (como los define la OMS) en
condiciones de laboratorio y durante 3 anos de utilizaciéon
sobre el terreno si se siguen las recomendaciones de uso.

MILD de combinacion: MILD que consta de dos o mas
. mallas diferentes, cada una de las cuales presenta distintas

especificaciones en cuanto a fibras o principio(s) activo(s),
o ambas cosas, con o sin sinergistas.

- MILD de mezcla: MILD cuyo fejido estd tratado
. infegramente con dos o mds insecticidas no emparentados

entre siy exentos de resistencia cruzada, de tal modo que el
insecto que entre en contacto con él se vea expuesto a tfodos
los insecticidas a la vez.

. Poblaciéon que no se ha visto sometida a presion selectiva

por insecticidas y no alberga, o alberga muy pocos,

. individuos resistentes.

. Aunque en general significa “primera generacion filial’, aqui
- se utiliza para designar el uso de adultos criados a partir

. de huevos de hembras de mosquito capturadas en campo

. con el fin de obtener una muestra de edad uniforme de una
. poblacion, para utilizarla en pruebas de resistencia.

Pruebas en las cuales se exponen muestras de insectos

. de una poblacion silvestre a una concentracion fija

de insecticida en papel de filtro suficiente para matar

. sistematicamente a los insectos susceptibles, de manera
. que se pueda inferir que todo superviviente es resistente. La

prueba en tubos de la OMS se ha establecido desde hace

. fiempo, mientras que en fechas mas recientes los Centros

para el Control y la Prevencion de Enfermedades de los
Estados Unidos han desarrollado el método de prueba

- utilizando botellas.

. Resistencia a un insecticida por un mecanismo que también
. confiere resistencia a insecticidas de otra clase, aun cuando
. la poblacién o cepa de insectos no haya sufrido presion

. selectiva por exposicion a estos ultimos.



Resistencia a los
insecticidas

kdr (mutacién
knockdown)

Simpatria

Sinergista

Capacidad de los mosquitos de sobrevivir a la exposicién a

: una determinada dosis de insecticida, rasgo que puede ser

de origen fisioldgico o resultar de una conducta adaptativa.

. Nota. La aparicidn de resistencia a un insecticida en una
¢ poblacién de vectores es un fendmeno evolutivo inducido por

una conducta de evasién (p.gj. exofilia en lugar de endofilia)

. o por factores fisioldgicos gracias a los cuales, en los mosquitos

resistentes, el insecticida es metabolizado (o no potenciado,
o absorbido) en menor medida que en los mosquitos

susceptibles.

. La resistencia knockdown obedece a una serie de genes

. que codifican una mutacién del canal de iones de sodio,

. que es el sitio diana de los piretroides y los compuestos

. organoclorados (como el diclorodifeniltricloroetano, o DDT).
. Esta mutacién confiere resistencia a dichos insecticidas..

- Fendmeno que se produce cuando hay especies que
. ocupan un mismo territorio de forma simultdnea pero no se
. reproducen entre si.

¢ Sustancia que por si misma no posee propiedades
~insecticidas pero que, al ser mezclada y aplicada

: con insecticidas de una determinada clase, aumenta

. considerablemente su potencia porque inhibe un enzima
. que en condiciones normales actua desintoxicando el

. organismo del insecto para librarlo del insecticida.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos 15 anos, las actividades de lucha contra el paludismo (o malaria)

en todo el mundo han deparado notables resultados. Segun las estimaciones,

en 2015 hubo 214 millones de casos de paludismo (rango: 149-303 millones) y la
enfermedad causé 438 000 muertes (rango: 236 000-635 000). De 2000 a 2015, la
incidencia del paludismo se redujo en un 37% a escala mundial y en un 42% en Africa
(1). Buena parte de la reciente disminucién de la carga mundial de paludismo es
fruto de la generalizacién de intervenciones bdsicas para el control de los vectores,
concretamente la distribucion de mosquiteros insecticida de larga duracion (MILD) y
el rociado residual infradomiciliar (RRI) (2).

Hasta ahora la OMS ha recomendado a los programas de salud publica el uso de
cuatro clases de insecticida contra los mosquitos adultos.! De esas cuatro clases, la
que mds se ha utilizado es la de los piretroides, aunque ultimamente los programas
de RRI tienden a emplearla en menor medida debido a la aparicién de resistencia.
Los piretroides presentan varias ventajas con respecto a las demds clases de
insecticida, en particular en relacién con el costo, la seguridad para el ser humano
(son poco toéxicos para los mamiferos) y la duracién de la accién residual. Aunque
se utilizan de modo generalizado en la agricultura y como plaguicidas domésticos,
su empleo como larvicida es infrecuente porque resultan muy téxicos para otros
organismos acudticos, en particular los peces. A dia de hoy los piretroides estdn
presentes en todos los MILD recomendados por la OMS y en varios productos de
RRI empleados en el mundo entero (3). De momento no hay alternativas para el
tratamiento de los mosquiteros, aunque ahora existen mosquiteros tratados con
sinergista+piretroide. Entre los productos que tiene actualmente en estudio el Plan
OMS de evaluaciéon de plaguicidas (WHOPES) hay MILD tratados con un piretroide
y otro compuesto de una clase diferente (p.ej. clorfenapir o piriproxifen), asi como
productos para el RRI a base de clotianidina, formulada o no con un piretroide.

El uso practicamente sistematico de piretroides para tratar mosquiteros y el

amplio empleo de otras clases de insecticidas para el rociado de interiores,

como compuestos organoclorados (p.ej. el diclorodifeniltricloroetano, o DDT) y
organofosforados, han llevado a la aparicion de resistencia a los insecticidas en los
vectores del paludismo. Gracias a la intensificacion de la vigilancia entomolégica

en zonas afectadas por el paludismo en los Ultimos afos, la OMS ha podido reunir
un importante volumen de datos con los que confirmar la fundada sospecha de

que la aplicacion generalizada de estrategias de lucha antipalidica basadas en

el uso de insecticidas ha conducido a la seleccion de resistencia en varias especies
importantes de vectores, en particular las africanas Anopheles gambiae, An. coluzzii,
An. funestus y An. arabiensis. Desde 2010 se ha descrito resistencia como minimo a
una clase de insecticida en al menos una especie de vector de paludismo en 60 de
los 96 paises con paludismo endémico donde se efectuaron labores de vigilancia.
Ademads, 49 paises han informado de resistencia a por lo menos dos clases de
insecticidas. Estd descrita resistencia a las cuatro clases de insecticidas existentes. La
mads frecuentemente notificada es la resistencia a los piretroides, presente en tres de
cada cuatro de los paises que vigilaron esta clase en 2014 (4). Se han podido describir
igualmente los mecanismos responsables de estos elevados niveles de resistenciaq,
mecanismos que suelen ser de dos tipos bdsicos: los mediados por alteraciones

del sitio diana del insecticida (p.ej. mutaciones que inducen resistencia knockdown
[kdr]); y los que resultan de la elevacion de la tasa de degradacién metabdlica del
insecticida. Con todo, es probable que en los fenotipos muy resistentes observados

1 http://www.who.int/whopes/en


http://www.who.int/whopes/en

en algunas poblaciones estén actuando otros mecanismos de resistencia por ahora
desconocidos. En el recuadro 1.1 se ofrece mds informacion sobre los mecanismos de
resistencia y sus repercusiones en las estrategias de lucha antivectorial.

Los profesionales de tfodo el mundo que combaten el paludismo estdn reaccionando
ante la amenaza que puede suponer la aparicion de resistencia a los insecticidas.
En mayo de 2012 la OMS instituyd el “Plan mundial para el manejo de la resistencia
a los insecticidas en los vectores de malaria” (en adelante, el “Plan mundial”) (5), en
el cual se establece un plan integral de accién que propone cinco lineas de trabajo
fundamentales (o “pilares”):

o planificar e implementar estrategias nacionales de manejo de la resistencia
a los insecticidas;

o asegurar la realizacion de vigilancia entomoldgica y de la susceptibilidad,
asi como un eficaz manejo de los datos;

o el desarrollo de nuevas e innovadoras herramientas para el control de
vectores;

e llenarlos vacios de conocimiento con relaciéon a los mecanismos de resistencia
a los insecticidas y el impacto de las estrategias utilizadas para su manejo; y

o instituir mecanismos que ayuden a potenciar la abogacia y a mejorar la
dotacién de recursos humanos y econémicos.

En el Plan mundial se afirma de modo inequivoco la necesidad de intensificar la
labor de vigilancia de la resistencia a los insecticidas. En él también se propugna por
una mayor regulacién de estas actividades dentro de los programas nacionales de
lucha antipaludica. Es preciso, en particular, que los planes de vigilancia respondan
a la creciente necesidad de disponer de datos mads detallados sobre: la distribucion
de las especies de vectores y sus comportamientos (patrones de alimentacion

y reposo, por ejemplo); la resistencia presente en cada especie o poblacion de
vector a insecticidas que se utilicen actualmente o se prevea utilizar; y la calidad

y eficacia de las intervenciones de control vectorial. También se considera que
estudios epidemioldgicos para evaluar implicaciones operacionales que puedan
tener los distintos tipos de resistencia son un componente indispensable de los nuevos
conocimientos que urge adquirir para orientar el uso de insecticidas y la elaboracién
de estrategias de manejo de la resistencia como parte de los programas de lucha
contra el paludismo y otras enfermedades transmitidas por vectores (6).

La OMS viene ayudando a los paises a vigilar y manejar la resistencia a los
insecticidas, labor que sigue constituyendo una de las funciones bdsicas de

su Programa Mundial sobre Malaria. La Organizacién lleva mdés de 50 anos
centralizando a escala mundial la informacién sobre la aparicion de resistencia en
los vectores y, a partir de ahi, facilitando a sus Estados Miembros asesoramiento y
orientaciones periddicamente actualizadas sobre el seguimiento y el manejo de la
resistencia a los insecticidas a medida que esta va evolucionando. Como parte de
este cometido, y a fin de asegurar la comparabilidad de los datos entre diferentes
paises y fuentes, la OMS ha definido normas operativas y procedimientos de prueba
normalizados para detectar y vigilar la resistencia a los insecticidas en diversos
vectores de enfermedades, en particular los mosquitos. El suministro de kits de
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pruebas de susceptibilidad de calidad garantizada para su utilizacién en campo
también ha sido un componente bdsico de la labor de la OMS en la materia.?

En el caso de los vectores del paludismo, se han publicado una serie de documentos
con instrucciones para detectar experimentalmente la presencia de resistencia a

los insecticidas empleando una técnica normalizada de bioensayo en mosquitos
adultos (7-10). Estos procedimientos se han ido actualizando para tener en cuenta
la evolucion de las estrategias de lucha antipalidica, en particular la integracion de
nuevas clases de insecticidas, o de nuevos insecticidas de clases ya existentes, en
los programas de lucha contra enfermedades transmitidas por vectores. La ultima
version de estos procedimientos, publicada en 2013 (9), cubre las cuatro principales
clases de insecticidas que se utilizan de modo sistemdtico: organoclorados (como el
DDT); organofosforados (como el malation o el pirimifos metil); carbamatos (como
el bendiocarb); y piretroides, ademads de nuevos compuestos representativos de los
pirroles (como el clorfenapir) y los fenilpirazoles (como el fipronil).

Ante la evidencia que demuestra crecientes niveles de resistencia, sobre todo a los
piretroides, entre los vectores del paludismo, y ante el peligro de que ello erosione
los éxitos obtenidos Ultimamente en la lucha contra esta enfermedad, se ha
prestado especial atencién a la necesidad de hacer un seguimiento mads intensivo

y eficaz de la resistencia a los insecticidas (y en especial de las consecuencias que
pueda tener desde el punto de vista operativo y epidemiologico), con el objetivo de
orientar la elaboracion de estrategias nacionales de manejo de la resistencia. Esta
situacion ha generado muchas peticiones de actualizacion de las directrices de 2013,
principalmente para dotarlas de mayor utilidad prdctica por lo que respecta a las
decisiones y politicas de lucha antivectorial.

RECUADRO 1.1.
MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS INSECTICIDAS Y SUS EFECTOS SOBRE
LOS PROGRAMAS DE LUCHA ANTIVECTORIAL

El manejo de la resistencia a los insecticidas se ve complicado por el hecho de
que la resistencia pueden revestir diversas formas. En términos generales, los
principales mecanismos de resistencia pueden ser divididos en dos grupos:
resistencia metabdlicay resistencia por alteracion del sitio diana.

La resistencia metabdlica se debe a una modificacion de los sistemas
enzimaticos del mosquito por la cual este se desintoxica del insecticida con mads
rapidez de lo normal. La desintoxicacion impide que el insecticida llegue al sitio
de accidén al que iba dirigido dentro del organismo del mosquito. En el caso de
los vectores del paludismo, se piensa que hay tres sistemas enzimdticos cuya
intervencion es importante para metabolizar los insecticidas: las esterasas, las
monooxigenasas y las glutation S-transferasas.

2 http://www.who.int/whopes/resistance/en/ - en inglés



La resistencia por alteracién del sitio diana se produce cuando una mutacion
modifica el receptor proteinico que el insecticida estd destinado a atacar.
Cuando ello ocurre, el insecticida ya no puede unirse al que era su sitio diana
en el receptor, y como consecuencia el insecto no resulta afectado por el
insecticida, o lo resulta en menor medida. En el caso del DDT y los piretroides, la
mutacion, que tiene lugar en el receptor del canal del sodio, confiere lo que se
denomina “resistencia knockdown” (mediada por los genes kdr). En el caso de
los organofosforados y los carbamatos, la mutacion se produce en la proteina
acetilcolinesterasa (un neurotransmisor) y confiere lo que suele denominarse
resistencia Ace-1. El gen que codifica la resistencia al dieldrin (rdf) afecta al
receptor del dcido gamma-aminobutirico y, segun se ha comprobado, fambién
confiere resistencia al fipronil.

La situacién se complica aun mads por la existencia de “resistencia cruzada” entre
distintas clases de insecticidas que comparten un mismo mecanismo de accion.
Por ello vectores que son resistentes al DDT porque poseen el gen asociado a la
resistencia kdr también serdn probablemente resistentes a ciertos insecticidas
piretroides. Andlogamente, la mutacién Ace-1 puede conferir resistencia tanto

a carbamatos como a organofosforados por alteracion de su sitio diana.
También puede darse resistencia cruzada cuando una misma enzima sirve para
metabolizar insecticidas de dos o mas clases distintas. Ademds, en los paises
afectados por el paludismo estd aumentando la prevalencia de mecanismos

de multirresistencia a los insecticidas que coexisten en una sola poblacién de
mosquitos o incluso dentro de un mismo individuo. La existencia de resistencia
cruzada y multirresistencia reduce los posibles insecticidas alternativos cuando
se detecta resistencia.

Con todo, dista de estar claro de qué modo la magnitud de la resistencia que
se viene observando influird en la eficacia de los actuales programas de lucha
antivectorial. A raiz de un estudio realizado en 2014 se observd que, aun en
presencia de resistencia a los piretroides, los mosquiteros tratados con éstos
insecticidas ofrecen mds proteccion contra las picaduras por mosquitos que
los no tratados y que los primeros pueden inducir una significativa mortalidad
de mosquitos (11). Desde entonces, sin embargo, el nivel de resistencia a

los piretroides ha aumentado dramdticamente en muchos lugares (12).

En general, los escasos datos existentes indican que elevados niveles de
resistencia pueden hacer inoperantes las medidas de RRIy, por ende, tener
efectos epidemiolégicamente importantes en la incidencia del paludismo (13).
Por lo que respecta a la eficacia de los MILD, la situacion es mdas compleja,

y aun faltan datos que demuestren de modo concluyente que la resistencia

a los piretroides hace inoperante esta medida de control. Aun asi, no cabe
descartar la posibilidad de que la seleccidon evolutiva de una creciente
intensidad de la resistencia en poblaciones silvestres de mosquitos reste eficacia
a las intervenciones con piretroides. La linea de trabajo prudente pasa, en
consecuencia, por adelantarse a los acontecimientos y modificar las praxis
actuales con el fin de retrasar la propagacion de la resistencia y preservar la
eficacia de los insecticidas utilizados actualmente, al menos hasta disponer de
herramientas innovadoras con nuevas clases de insecticidas. Es previsible que
en el futuro, gracias al uso de pruebas de determinacion de la intensidad de
la resistencia, sea posible discernir las regiones o zonas donde la resistencia se
exprese con la mdxima intensidad y donde por lo tanto sea mds probable que
fracase la lucha antivectorial con insecticidas. Alli serd donde se requiera una
respuesta urgente.
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2. EVOLUCION DE LA PRUEBA OMS DE SUSCEPTIBILIDAD
A LOS INSECTICIDAS YANTECEDENTES DE LAACTUAL
REVISION

La prueba de la OMS de la susceptibilidad a los insecticidas, principal objeto de la
revision y ampliacion de estos procedimientos, es una prueba sencilla de respuesta

a la exposicién. Tras exponer a los mosquitos a concentraciones conocidas de un
insecticida durante un determinado tiempo, se registra el nimero de individuos
muertos una vez transcurridas al menos 24 horas desde la exposicion. En su forma
actual, la prueba sirve para distinguir entre el nivel de susceptibilidad de referenciay
la resistencia a los insecticidas en mosquitos adultos. En este sentfido, estd concebida
como herramienta de vigilancia en campo y en el laboratorio, aunque presenta la
limitacion de ofrecer poca informacién sobre los mecanismos que confieren resistencia
(cuando la haya) o sobre la fuerza de esa resistencia.

El material y los procedimientos de prueba han cambiado relativamente poco

desde que a principios de la década de 1960 la OMS empezdé a recomendar el uso

de una técnica estandarizada para detectar resistencia a los insecticidas (14). Las
modificaciones metodoldgicas introducidas a lo largo de los afos, han sido menores y
tienen que ver principalmente con las condiciones y los controles de la prueba y con los
protocolos de muestreo de insectos (7, 10, 15). Los cambios introducidos en la version
de 2013 (9) guardaban relacion sobre todo con los criterios de interpretacion de los
datos, la adicion de concentraciones discriminantes de nuevos principios activos, una
breve descripcién de pruebas relativas a los mecanismos de resistencia y un resumen
de la prueba de la botella desarrollada por los Centros para el Control y la Prevencién
de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC).?

El impulso original para elaborar la version de 2013 (9) vino dado por las
recomendaciones resultantes de una consulta convocada en mayo de 2010 por el
Programa Mundial sobre Malaria y la OMS, en la cual se revisé la situacion de la
resistencia a los insecticidas en los vectores del paludismo con objeto de definir
estrategias que retrasaran su aparicion. La actual revision, por su parte, es fruto de
una consulta convocada en diciembre de 2015 con el fin de revisar y adaptar los
procedimientos vigentes para hacer mayor hincapié en la obtencién de datos que
sean Utiles desde el punto de vista operativo y sirvan, por ende, para tomar decisiones
en la lucha antivectorial. En el curso de una consulta de la OMS celebrada en abril

de 2016, a sabiendas de que la resistencia a los insecticidas es uno de los principales
aspectos que hay que tener en cuenta para planificar y ejecutar eficazmente medidas
de lucha antivectorial con insecticidas, y teniendo en cuenta el imperativo de manejar
la resistencia, se formularon una serie de recomendaciones sobre el rumbo futuro

de las labores de deteccién y vigilancia de la resistencia a los insecticidas. Ademds

de insistir en la necesidad de aumentar de inmediato la realizacion de pruebas de
susceptibilidad y de instituir mecanismos de reporte de datos, los participantes en la
consulta recomendaron ampliar el protocolo a tres pasos:

o Paso 1. Detectar la presencia de fenotipos resistentes en una poblacion,
empleando para ello las pruebas con la concentracion discriminante de
acuerdo al método presentado en la publicacién de 2013 (9).

3 La prueba de la botella es un método complementario para analizar la resistencia a un insecticida
utilizando la concentracion de diagndstico, asi como multiplos de esta para determinar la intensidad (16).



e Paso 2. Evaluar la intensidad de la expresion fenotipica de la resistencia
efectuando pruebas con cinco veces y diez veces (5x y 10x) la concentracion
discriminante de insecticida.

e Paso 3. Determinar la intervencion de mecanismos metabdlicos de resistencia
evaluando los efectos de un sinergista, como el butéxido de piperonilo (PBO),
en los fenotipos resistentes detectados en los pasos 1y 2.

Esta versidon ampliada tiene por objetivo hacer mds fdcil la obtencion de datos
completos y que sean de utilidad para tomar decisiones sobre la manera de
responder a una eventual resistencia a los insecticidas. La prueba de la botella de
los CDC ofrece la posibilidad de realizar la prueba a las concentraciones de 1x, 2x,
5x y 10x. Los datos resultantes de esta prueba permiten confiar en mayor medida en
que los multiplos de una concentracién discriminante aportan informacion util y son
aplicables también a las pruebas de susceptibilidad de la OMS.

La OMS, que sigue recomendando su prueba cldsica de susceptibilidad como
principal método para detectar resistencia, juzgd sin embargo necesario actualizar
los procedimientos vigentes de vigilancia (9) para tener mds en cuenta la necesidad
de generar datos utiles desde el punto de vista operativo. Obrando en consecuencia,
convocd una consulta técnica para alimentar el proceso de actualizacién de dichos
procedimientos, con los siguientes objetivos especificos:

o ampliar los procedimientos actuales de la prueba de la OMS con el fin de
generar datos que revistan mds utilidad prdctica para la vigilancia de la
resistencia a los insecticidas en los vectores del paludismo, para adaptarse a
la evolucidn de las formas de manejo de la resistencia;

» definir procedimientos para efectuar pruebas de intensidad de la resistencia
con cinco veces (5x) y diez veces (10x) la concentracion discriminante;

e proponer procedimientos de prueba para evaluar el efecto de sinergistas
(como el PBO) en la expresidon de fenotipos resistentes; y

o ofrecer una lista actualizada de las “concentraciones discriminantes” para
mosquitos adultos, de los insecticidas recomendados para el control de
vectores del paludismo.

La resistencia a los insecticidas es un rasgo cuantitativo, de intensidad variable. Por
ello se recomienda que ademds de la prueba OMS ampliada, que se realiza con fines
de vigilancia sistematica de la susceptibilidad, se realicen pruebas genéticas (reaccion
en cadena de la polimerasa, PCR) y bioquimicas (ensayos de actividad enzimatica)
complementarias. Asimismo, a la hora de tomar decisiones sobre el manejo de

la resistencia, es importante haber realizado otfras pruebas para determinar los
mecanismos de resistencia y la intensidad con que se expresan y disponer de
herramientas adecuadas para rastrear su propagacion.

Toda vez que los procedimientos de prueba para determinar la susceptibilidad a
larvicidas se siguen considerando vdlidos, no se incluyen en el presente documento.
El lector interesado en la evaluacion de larvicidas puede consultar los documentos
originales, que la OMS tiene a disposicién publica (8, 17). No obstante, en la seccién 5
se presenta el procedimiento de prueba en botella de los CDC.
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3. PRUEBA OMS DE SUSCEPTIBILIDAD PARA MOSQUITOS
ADULTOS

La prueba de susceptibilidad de la OMS es una prueba de respuesta directa

a la exposicion, que mide la mortalidad de mosquitos al ser expuestos a una
concentracion estdndar conocida de determinado insecticida, ya se trate de una
concentracion discriminante o de multiplos de esta, utilizados para determinar la
intensidad. En el recuadro 3.1 se resume el procedimiento de prueba propiamente
dicho.

3.1 Pruebas de susceptibilidad a la concentracion
discriminante

El concepto de concentraciéon discriminante (o de diagnostico), estd bien establecido

y se utiliza de forma generalizada en las pruebas de deteccion y vigilancia de la
resistencia a los insecticidas en mosquitos y otros vectores de enfermedades (9, 10, 18,
19). En el recuadro 3.2 se explica el uso de concentraciones discriminantes con fines de
vigilancia sistematica de la resistencia a los insecticidas.

Para todos los insecticidas actualmente utilizados en los programas de lucha
antipalidica ya se ha definido una concentracion discriminante en condiciones
normalizadas de laboratorio. Estas concentraciones, que ya figuraban en versiones
anteriores de las directrices (7, 9, 10, 15), se presentan de nuevo aqui actualizadas.
En las directrices publicadas en 1998 se incluyeron por primera vez, previo estudio
multicéntrico, las concentraciones discriminantes de una serie de insecticidas
piretroides (15). Las especies de anofelinos utilizadas en dicho estudio fueron An.
aconitus, An. albimanus, An. arabiensis, An. dirus, An. freeborni, An. gambiae s.s., An.
maculatus, An. minimus 'y An. stephensi. Con posterioridad se han determinado las
concentraciones discriminantes de otros cuatro compuestos insecticidas, aunque por
ahora con cardcter indicativo, y en espera de que el WHOPES confirme esos valores
por medio de una validacién multicéntrica.

Como parte de los kits de prueba de la OMS, que prepara la Universidad de Ciencias
de Malasia (Universiti Sains Malaysia) bajo la direccion de la OMS, se suministran
papeles impregnados de insecticida a la correspondiente concentracion discriminante
(véase también la seccion 3.7.3). A fin de garantizar la muerte de todos los mosquitos
susceptibles, al definir las concentraciones discriminantes la OMS ha aplicado uno de
los dos criterios siguientes:

o el doble de la concentracion mds baja que sistemdticamente dé lugar
a un 100% de mortalidad (es decir, CL,50) en una cepa de laboratorio
susceptible o una poblacion silvestre susceptible de mosquitos después
de 60 minutos de exposicion y un periodo de espera de 24 horas; o bien

e el doble de los valores de ClLgg g obtenidos en las pruebas destinadas a
determinar la susceptibilidad de referencia con una cepa de laboratorio
susceptible o una poblacion silvestre susceptible de mosquitos.

Una poblacidon susceptible es aquella que no ha estado sometida a presion selectiva
por insecticidas y no alberga, o alberga muy pocos, individuos resistentes.



En el cuadro 3.1 se relacionan las concentraciones discriminantes y las concentraciones
de prueba de la intensidad recomendadas por la OMS para determinar la
susceptibilidad a los insecticidas de mosquitos anofelinos adultos con las pruebas de
susceptibilidad de la OMS. También se presentan las concentraciones de sinergista
que deben utilizarse en las pruebas que combinan sinergistas e insecticidas. En el
recuadro 3.1 se expone el método para llevar a cabo estas pruebas.

En la mayoria de los paises también es necesario vigilar la resistencia a los
insecticidas en otros vectores (p.ej. los mosquitos Aedes). Dado que la metodologia es
la misma que la utilizada para los mosquitos Anopheles, en el anexo 4 se presentan
las concentraciones discriminantes y el tiempo de exposicién de los insecticidas
utilizados habitualmente contfra los mosquitos Aedes.

3.2 Pruebas de susceptibilidad para determinar la intensidad
de la resistencia

Se decidio¢ anadir a la prueba OMS de susceptibilidad para mosquitos adultos

ciertos insecticidas a cinco y diez veces la concentracién discriminante (5x) y (10x),
porque los fenotipos resistentes detectados con la concentracion discriminante no
ofrecen necesariamente informacion sobre la pérdida de eficacia del insecticida

en campo. También se propuso que todo fenotipo de resistencia detectado con una
concentracion discriminante fuera objeto de nuevos andlisis para valorar su posible
relevancia desde el punto de vista operativo, exponiendo para ello nuevas muestras
de mosquitos de la misma poblacion de vectores a concentraciones sustancialmente
superiores del insecticida en cuestién. Aunque esas concentraciones superiores de
cada insecticida no corresponden a las tasas recomendadas de aplicacién en campo,
si ofrecerdn informacién Gtil acerca de la intensidad de la resistencia, o la “fuerza” con
que se expresa el fenotipo (o los fenotipos) de resistencia en cuestion, informacion que
se puede usar para la foma de decisiones operativas como la de sustituir el insecticida
utilizado para el RRI o la de introducir un compuesto no piretroide para rociar
interiores en zonas donde la principal intervenciodn sea la distribucion de mosquiteros
insecticida de larga duracién (MILD).

Asi pues, la prueba OMS de susceptibilidad para mosquitos adultos ha sido
ampliada para incluir en ella, por pasos, el uso de cinco y diez veces la concentracion
discriminante, con el propdsito de obtener informacién sobre el rango (de haberlo)
de fenotipos resistentes presentes en la poblacion de vectores estudiada y su posible
relevancia desde el punto de vista operativo. El diagrama de flujo presentado en la
figura 3.1ilustra los criterios aplicados en cada paso. En el cuadro 3.1 se muestran las
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RECUADRO 3.1.

MEDICION DE LA SUSCEPTIBILIDAD A INSECTICIDAS EN MOSQUITOS
ADULTOS: PROCEDIMIENTOS DE LA PRUEBA OMS DE SUSCEPTIBILIDAD
A INSECTICIDAS PARA LAS CONCENTRACIONES DISCRIMINANTES Y LAS
CONCENTRACIONES 5XY 10x

El investigador debe llevar guantes. Se introducen seis hojas de papel
blanco limpio (12 x 15 cm), enrolladas en forma de cilindro, en ofros
tantos tubos de mantenimiento (con punto verde), una por tubo, y

se forra la pared interna del tubo sujetando el papel con un clip de
alambre. Después se fija la unidad corrediza al otro extremo de cada
tubo.

Lo ideal es aspirar (por lotes) de 120 a 150 hembras activas de
mosquitos, haciéndolas pasar de la jaula a los seis tubos de
mantenimiento (punto verde) a través del orificio de llenado de la
unidad corrediza, para obtener a la postre seis muestras iguales de 20
a 25 mosquitos por tubo.

Una vez transferidos los mosquitos, se cierra la unidad corrediza y se
dejan los tubos de mantenimiento en posicidn vertical durante 1 hora.
Transcurrido este tfiempo, se extrae todo mosquito que esté moribundo
(es decir, sea incapaz de volar) o muerto.®

El investigador introduce un papel impregnado de aceite (el control) en
los dos tubos marcados con un punto amarillo, asegurdndose de que
la etiqueta del papel sea visible a través del tubo. Tras sujetar el papel
con un clip de cobre, se cierra el tubo con el tapdn de rosca.

La preparacion de los cuatro tubos de exposicion (con punto rojo) se
hace de la misma forma que la de los tubos marcados de amarillo. Se
forra el interior de cada uno de los cuatro tubos de exposicién con una
hoja de papel impregnado de insecticida, de tal modo que la efiqueta
del papel sea visible desde el exterior. Después se fija el papel contra
la pared del tubo sujetdndolo con un clip de alambre de cobre y se
cierra el tubo con el fapdén de rosca.

Se enroscan los tubos de exposicion vacios a las unidades corredizas, y
con la unidad corrediza abierta se sopla suavemente para hacer pasar
los mosquitos de los tubos de mantenimiento a los de exposicion. Una
vez todos los mosquitos se han introducido en los tubos de exposicién,
se cierra la unidad corrediza (generalmente se coloca un tapdén de
algoddn en el orificio pequeno para bloquear la corredera) y se
separan y dejan aparte los tubos de mantenimiento. Llegado a este
punto, el investigador puede quitarse los guantes.

Se dejan los tubos de exposicion, con los mosquitos dentro, en
posicion vertical con el extremo mallado hacia arriba durante 1 hora
(o el tiempo de exposicion especificado, si es distinto), en un lugar
poco iluminado o cubiertos con discos de cartfulina para reducir la
intensidad luminosa y evitar que los mosquitos se queden posados en
la tapa mallada.

Después de un tiempo de exposicién de 1 hora (o mds, en el caso de
ciertos compuestos, como se indica en el cuadro 3.1), se devuelven
los mosquitos a los tubos de mantenimiento realizando a la inversa
el procedimiento expuesto en el paso 6. Se separan las unidades
corredizas de los tubos de exposicién. En el extremo mallado de

los fubos de mantenimiento se coloca una almohadilla de algodén
empapada de agua azucarada al 10%.
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9. Se dejan los mosquitos en los tubos de mantenimiento durante 24
horas (o0 mds, en el caso de compuestos de accion lenta). Durante todo
este tiempo, es importante que los tubos estén en un lugar sombreado
y protegido del laboratorio o en una cdmara mantenida a 27 °C +
2 °C de temperaturay 75% + 10% de humedad relativa. Es preciso
registrar la temperatura y la humedad relativa durante el periodo de
recuperacion.

10. Al término del periodo de recuperacion (es decir, 24 horas después
de la exposicién, o mds en el caso de compuestos de accién lenta), se
cuenta y anota el nUmero de mosquitos muertos®. Se considera que
un mosquito adulto estd vivo si puede volar, independientemente del
numero de patas que le queden. Todo mosquito que esté derribado,
haya o no perdido patas o alas, serd considerado moribundo y
contado como muerto. Se clasificard como muerto o derribado todo
mosquito que esté inmovil o sea incapaz de tenerse en pie o alzar el
vuelo.

Al término de la prueba de susceptibilidad se pueden transferir los mosquitos
a tubos de microcentrifuga individuales claramente etiquetados con un tapon
que cierre herméticamente (colocando en tubos distintos a los mosquitos
muertos y a los vivos), a fin de conservarlos hasta que llegue el momento

de fransportarlos a instalaciones adecuadas para identificar la especie y
proceder a pruebas complementarias, de ser necesario. En la figura 3.2 se
muestra esquemdticamente el procedimiento.

@ Para efectos de las pruebas, en la definicion de derribado (knocked-down) y muerto se tiene
en cuenta no solo el estado del insecto, sino también el momento en el que se efectua la
observacion. Se considera que un mosquito estd “muerto” o “derribado” cuando estd inmovil o
es incapaz de tenerse en pie o alzar el vuelo. La diferencia entre derribado y muerto depende
solamente del momento de la observacién: se determina si un individuo estd derribado dentro
de la hora siguiente a la exposicién, mientras que la mortalidad se determina como minimo
24 horas después de la exposicidon. Cabe golpear varias veces el tubo de mantenimiento antes
de proceder a la observacion final. En el caso de insecticidas de accidn lenta, el periodo de
recuperacion (espera) puede ser superior a 24 horas. Hay que respetar el mismo periodo
de recuperacion para medir la mortalidad registrada en los controles. Es preciso anotar la
mortalidad al cabo de 24 horas y, en algunos casos, quizd convenga efectuar observaciones
repetidas. A continuacién se resumen los criterios de clasificacién de los mosquitos adultos en
vivos, derribados o muertos que se aplican en una prueba.

DERRIBADOS O MUERTOS TRAS LA EXPOSICION

e Estdn inmoviles

DERRIBADOS MUERTOS
Pueden tenerse en « No pueden tenerse en pie o No dan sefnales de
pie y volar de forma 5 (p-€j. solo tienen una o dos vida
coordinada patas) :

e No pueden volar de forma

. « No se tienen en pie
coordinada P

e Yacen sobre el dorso,
moviendo patas y alas
pero sin poder alzar el
vuelo

o Pueden tenerse en piey
alzar el vuelo brevemente,
pero caen rdpidamente




Mantenerlos durante

1 hora en los tubos de
mantenimiento con papel
blanco limpio

Exponerlos durante 1
hora (o mds, para ciertos
compuestos)

Contar el numero de
individuos derribados tras el
periodo de exposicion

Pasar los mosquitos a los
tubos de mantenimiento y
registrar la mortalidad al
cabo de 24 horas (o mds,
para algunos compuestos)

FIG. 3.2
Pasos para realizar la prueba OMS de susceptibilidad a los insecticidas para
la concentracién discriminante y las concentraciones 5x y 10x

RECUADRO 3.2.
DETERMINACION DE LA RESISTENCIA EN POBLACIONES DE VECTORES

Uso de la concentracién discriminante

Para detectar una eventual resistencia en poblaciones de vectores es
necesario contar ante todo con datos sobre la susceptibilidad de referencia a
distintos insecticidas en una poblacion normal o “susceptible” de la especie en
cuestion. Para ello hay que exponer vectores no resistentes a papeles de filtro
impregnados de concentraciones seriadas de un determinado compuesto
insecticida y representar graficamente la mortalidad porcentual frente a la
exposicion en un papel con escala de probabilidad logaritmica. Después se
puede utilizar el grafico para estimar las concentraciones requeridas para
inducir distintos niveles de mortalidad, cdlculo que también cabe realizar
utilizando un modelo estadistico log-probit. Con este método se puede
obtener la concentracion correspondiente a una mortalidad del 99,9% (el
valor Clgg g). A esta concentracion hay una elevada probabilidad de que
mueran todos los ejemplares de una poblacién susceptible. Por convencién,
se considera que el doble de esta concentracién es la “concentracion
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discriminante” (o de diagndstico) (esto es, 1x). Una vez determinada la
concentracion discriminante de un insecticida en condiciones normalizadas de
laboratorio utilizando cepas o poblaciones susceptibles de diversas especies de
mosquitos vectores, no serd necesario, para los fines de vigilancia sistemdtica,
realizar pruebas de susceptibilidad a todo el espectro de concentraciones

de prueba. En lugar de ello, bastard con realizar una prueba normal de la
resistencia empleando la concentracién discriminante, tras lo cual se podrd
considerar resistente a todo individuo que sobreviva a esta concentracién. Este
meétodo presenta ventajas obvias desde el punto de vista de la factibilidad,

el costo y la eficiencia de las pruebas. Sin embargo, la confirmacién de

una resistencia a la concentracién discriminante no tiene por qué significar
necesariamente la inoperancia de las formulaciones insecticidas empleadas
para el RRI o la impregnacion de mosquiteros en el campo. Cuando se trate
de fundamentar decisiones de cardcter operativo es necesario realizar otros
ensayos concebidos para determinar el grado de intensidad de la resistencia
(véase mds adelante). Ya estan establecidas, para distintas especies de
mosquitos, las concentraciones discriminantes de varios compuestos insecticidas
utilizados en la lucha antivectorial o evaluados como parte de procesos de
investigacién (Cuadro 3.1). Cuando se trate de nuevos compuestos insecticidas
o de especies de mosquito que no sean objeto de vigilancia sistemdtica, o en
situaciones especificas en las que no se disponga de datos de referencia, serd
necesario determinar inicialmente la linea base de susceptibilidad como se
menciond anferiormente.

Uso de las concentraciones 5x y 10x para determinar la intensidad

Para valorar los efectos que pueda tener en campo un fenotipo resistente
detectado con concentraciones discriminantes de insecticidas, cabe exponer
muestras adicionales de mosquito a las correspondientes concentraciones 5x
y 10x. La exposicion a estas concentraciones superiores aportard informacién
sobre la intensidad de la resistencia, que puede ser definida como la “fuerza”
de un fenotipo de resistencia. Segun los criterios propuestos, la presencia de
niveles confirmados de resistencia a cinco veces (5x), y especialmente a diez
veces (10x), la concentracién discriminante, puede indicar o predecir que las
medidas de control resultardn inoperantes y sehalar asi la especial urgencia
de elaborar una estrategia adecuada de manejo de la resistencia (5). En la
seccion3.6 se ofrecen indicaciones sobre la forma de interpretar este tipo de
resultados.

3.3 Protocolos de muestreo

3.3.1 Seleccién de los ejemplares de prueba

La edad, el estado fisioldgico y el sexo de los mosquitos son factores importantes, que
pueden influir en los resultados de las pruebas de susceptibilidad a los insecticidas.
Para las labores de vigilancia de la resistencia no se aconseja el uso de machos, que
en general son mds pequenos, tienen menor esperanza de vida y son mds fragiles
que las hembras, por lo cual suelen registrar una mayor mortalidad en las pruebas.
Para llevar a cabo las pruebas de susceptibilidad, por consiguiente, se utilizan solo
mosquitos hembra.

Los estudios con hembras adultas de mosquito han demostrado repetidamente
que tanto la edad como el estado fisioldgico (en ayunas o alimentadas de sangre,
semigrdvidas o grdvidas) tienen un marcado efecto sobre la susceptibilidad a

los insecticidas. Los mosquitos de mayor edad, por ejemplo, son a veces menos
resistentes, sobre todo cuando el factor que confiere resistencia es la presencia de



un enzima desintfoxicante, cuya actividad puede decaer con la edad (24). Por ello

se recomienda efectuar las primeras pruebas de susceptibilidad a la concentracion
discriminante empleando hembras adultas de 3 a 5 dias de edad que no hayan
ingerido sangre (esto es, alimentadas con azucares y en ayunas desde al menos 6
horas antes). Para los ensayos con las concentraciones 5x y 10x se deben emplear
igualmente hembras que no hayan ingerido sangre. En algunas circunstancias
resultard mads sencillo efectuar las pruebas con hembras de mds edad capturadas en
campo, porque las hembras mayores que andan en busca de sangre son la cohorte
epidemioldgicamente importante de las poblaciones de vectores.

Con objeto de obtener resultados normalizados por edad, se recomienda efectuar las
pruebas de susceptibilidad utilizando hembras adultas procedentes de colecciones
de larvas (siendo esta la opcion idénea) o, cuando ello no sea posible, la progenie Fi
de hembras capturadas en campo. Cuando se utilicen colecciones de larvas, antes de
realizar la prueba cabe la posibilidad de acumular las muestras correspondientes a
un mismo lugary un mismo tipo de criadero para disponer de un nimero suficiente
de insectos. No obstante, lo ideal es realizar las colecciones de larvas en diferentes
lugares de reproduccion, pues ello evita reunir en la muestra a los descendientes

de un solo lote de huevos, lo que podria dar lugar a una elevada proporcion de
ejemplares hermanos en la poblacion analizada. De la misma forma, la progenie

de una hembra adulta presenta una variabilidad genotipica limitada, por lo cual lo
idoneo es que las hembras capturadas en campo provengan de diferentes sitios,

con lo que se obtendrd una muestra representativa de la diversidad presente en la
poblacion local. En la prdctica, ello significa que a partir de las hembras capturadas
en campo se deben criar como minimo 30 lotes de huevos (o mds, si hay una mezcla
de especies).

Cuando se utilicen colecciones de larvas para obtener hembras jovenes adultas

con fines de vigilancia de la resistencia, es importante registrar el tipo de habitat
larvario (p.ej. arrozal, sumidero de agua lluvia, canal de irrigacién, pozo, etc.) y

las coordenadas del sistema global de localizacién (GPS) de donde provenga la
colecciodn, porque:

o la exposiciéon a residuos de plaguicidas diferird segun el lugar de
reproduccion; y

o dentro de un mismo complejo de especies, algunos taxones tendrdn
preferencia por uno u ofro fipo de habitat larvario (p.ej., es mds probable que
An. coluzzii se reproduzca en arrozales, mientras que An. gambiae s.s. tiende
a predominar en los sistemas de captacion de agua lluvia).

Una tercera opcidn consiste en utilizar directamente hembras capturadas en campo.
En tal caso se deberdn seleccionar y someter a prueba Unicamente hembras que

no estén alimentadas con sangre. De ser necesario, se les puede proporcionar

agua azucarada para que resistan y a continuacion, unas horas antes de la prueba,
dejarlas ayunar.

La principal ventaja de emplear directamente hembras capturadas en campo es

que ello resulta cémodo y que constituyen la poblacién que tiene relevancia desde

el punto de vista operativo. El principal inconveniente es que se desconoce su edad,

lo que puede dar lugar a una mayor variabilidad en los resultados de la prueba (y
seguramente a una subestimacion de la resistencia), dependiendo de la distribucion
de la especie y del insecticida estudiado. En el cuadro 3.2 se presentan las ventajas
relativas de emplear directamente hembras capturadas en campo o la progenie F1 de
esas hembras.
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CUADRO 3.2.

Ventajas e inconvenientes de efectuar pruebas con la progenie F1 o con hembras
capturadas en campo

MUESTRA

Progenie F1

Hembras
capturadas en
campo

VENTAJAS

. Se puede mantener constante la edad de

los vectores entre pruebas, lo que permite
comparar resultados correspondientes a

. distintos momentos y lugares.

Puede ser utilizada en zonas con baja
densidad de mosquitos, aun cuando no

. sed posible capturar un nimero suficiente
Dado que muchos huevos quizd

de hembras adultas.

Se necesitan menos instalaciones, con lo

que hay mds lugares donde es posible

- efectuar las valoraciones.

Los cambios en la susceptibilidad serdn

un reflejo mds fiel de los cambios en la

. eficacia de las intervenciones observados
sobre el terreno.

i La distribucion de edades de los vectores
- deberia ser representativa de la poblaciéon

de campo en un lugar y un momento
dados.

Adaptado de Mnzava et al. (2015) (4).

INCONVENIENTES

. Se necesitan mejores instalaciones

enfomoldgicas, lo que restringe el nimero
de lugares donde pueden efectuarse las

. pruebas.

Las condiciones del insectario difieren de

las del medio natural.

provengan de unas pocas hembras

. adultas, el nimero de genomas de la
© poblacion presentes en la muestra serd

seguramente menor que el de insectos
analizados.

La distribuciéon de edades y el estado

fisiologico de los vectores difieren de una

: muestra a otra, con lo que los resultados
: son menos comparables.

Es posible que los mosquitos hayan

. experimentado previamente una

exposicion no letal al insecticida.

: Las hembras capturadas en campo
. pueden estar infectadas, por lo que hay

que manejarlas con cuidado.

3.3.2 Distribucidn espacial y frecuencia de las pruebas de susceptibilidad

En las ediciones anteriores de estas directrices no se formulaban recomendaciones
especificas sobre la cronologia y frecuencia con que deben realizarse las pruebas de
susceptibilidad, pero si se indicaba que la comparacién de los datos de resistencia
obtenidos a lo largo del tiempo en un centro de vigilancia “centinela” resulta util para
discernir tendencias temporales. De la misma forma, el hecho de comparar los datos
de pruebas realizadas en distintos lugares ofrece informacion interesante sobre la
distribucion geografica de la resistencia.

La frecuencia de la resistencia, la prevalencia de los mecanismos que la inducen

y la distribucion relativa de las poblaciones de distintos taxones en una misma
localidad varian sensiblemente con el tiempo. Por ello mantiene toda su vigencia la
recomendacion actual, a saber: determinar la susceptibilidad de los vectores a las
clases de insecticidas, cuya aplicacion recomienda la OMS, como minimo una vez

al afo o siguiendo los cambios estacionales (que pueden influir en la distribucién de
especies, la abundancia relativa y los patrones de susceptibilidad de los vectores) o el
calendario de los cultivos agricolas. A la hora de determinar las clases de insecticidas
que se vayan a someter a prueba, el personal de vigilancia debe privilegiar aquellas
que se estén utilizando en la localidad o cuyo uso se contemple, dependiendo de la
disponibilidad de muestras de mosquitos. En relacion con la cronologia y frecuencia
de las pruebas de susceptibilidad, se proponen las siguientes posibles estrategias.



e Para determinar la distribucion de la resistencia, las actividades de vigilancia
deben realizarse a través de una red de sitios “centinela” seleccionados de
tal modo que ofrezcan resultados representativos de las diversas especies
de vectores, zonas ecoepidemioldgicas e intensidades de transmision de
paludismo presentes en un determinado pais. En aquellos lugares donde
se haya eliminado la tfransmision o se encuentren en etapas cercanas a la
eliminacidn, se debe dar prioridad a la vigilancia en focos de transmision y
dreas de brotes localizados, o bien en zonas donde se observe un aumento de
los casos de la enfermedad.

o Cabe la posibilidad de efectuar repetidas pruebas en los mismos lugares
para hacer un seguimiento a los cambios que experimente con el tiempo la
susceptibilidad de los mosquitos, dependiendo del tamarno o la densidad de la
poblacion de vectores.

o Las zonas donde se utilice un mismo insecticida con fines de lucha antivectorial
y de produccién agricola pueden requerir una frecuencia mads intensiva de
vigilancia, pues existe la posibilidad de que los usos agricolas del producto
acentuen la presion selectiva en favor de la aparicidén de resistencia en las
poblaciones de vectores.

o Teniendo en cuenta la heterogénea distribucion de la resistencia a los
insecticidas, una alternativa a la red de centros “centinela” consiste en efectuar
pruebas sistemdticas de vigilancia a escala de distrito o municipalidad, y otra
en vigilar la resistencia a lo largo de transectos debidamente definidos.

3.3.3 Tamano muestral

Para realizar una prueba susceptibilidad a los insecticidas de la OMS lo ideal es
disponer de 120 a 150 hembras adultas de mosquitos de una determinada especie. De
ellas, 100 serdn expuestas al insecticida estudiado (en cuatro o cinco réplicas, de unos
20 a 25 ejemplares cada una). Los 50 mosquitos restantes servirdn de “controles” (esto
es, dos réplicas de unos 20 a 25 ejemplares cada una). Cuando se someta a prueba
mds de un insecticida, se requerirdn otros tantos lotes de mosquitos para cada
insecticida adicional.

Los mosquitos de control son expuestos a papeles impregnados solo con el
correspondiente aceite portador, esto es, sin insecticida (véase el cuadro 3.1). En fodos
los demds sentidos, los mosquitos de control pasan por el mismo tratamiento que los
mosquitos expuestos al insecticida (es decir, son sometidos a prueba simultaneamente
y en idénticas condiciones). La inclusién de controles sirve para poder estimar la
mortalidad natural durante la prueba y tener en cuenta todas las variables que
puedan inducir mortalidad aparte del propio insecticida. En la presente version de las
directrices se recomienda efectuar la prueba con al menos dos controles (esto es, 40
a 50 mosquitos), con el fin de obtener resultados estadisticamente mds significativos.

Si no es posible reunir de una sola vez un nimero suficiente de mosquitos (p.ej. si

se trabaja con hembras capturadas en campo), cabe la posibilidad de mantener a
los mosquitos vivos hasta disponer de una cantidad suficiente. Cuando se utilicen
hembras adultas criadas a partir de larvas o la progenie F1, también serd posible
acumularlas en jaulas hasta contar con un nimero suficiente, teniendo presente la
franja de edad de 3 a 5 dias. Cuando se trabaje con una muestra combinada, habrd
que permitir que los mosquitos tengan acceso a agua azucarada hasta unas horas
antes de proceder a la prueba.
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Cuando haya indicios de resistencia a un insecticida (es decir, cuando haya
supervivientes a la concentracion discriminante) serd preciso efectuar pruebas
complementarias para dilucidar el o los mecanismos de resistencia subyacentes.

Para ello se pueden combinar las pruebas con sinergistas con técnicas moleculares o
bioquimicas, o ambas (véase la seccion 6). Para las pruebas bioquimicas se requieren
muestras nuevas de mosquitos, por lo cual quizd haya que recolectar mds ejemplares
o, cuando se utilicen colecciones de larvas, reservar un subconjunto de los ejemplares
que emerjan (véase la seccién 6).

3.3.4 Determinacién de especies

En muchas regiones donde el paludismo es endémico suelen coexistir en simpatria
varias especies de mosquito pertenecientes al mismo grupo o complejo. El complejo
de especies An. gambiae, por ejemplo, comprende ocho especies cripticas (An.
gambiae s.s., An. coluzzii, An. arabiensis, An. bwambae, An. melas, An. merus, An.
quadriannulatus y An. amharicus) que generalmente se encuentran en simpatria
con especies vectoras, pero no todas ellas estdn implicadas en la transmision del
paludismo. Otros ejemplos de complejos y grupos de especies son An. culicifacies,
An. fluviatilis, An. funestus, An. dirus, An. minimus, An. nuneztovariy An. albitarsis.
Dado que los diferentes miembros de un mismo complejo de especies no comparten
necesariamente los mismos mecanismos de resistencia ni exhiben los mismos
patrones de resistencia a los insecticidas, es esencial identificar hasta el nivel de
especie d los ejemplares recogidos en campo.

La identificacion morfologica de las especies y de los complejos o grupos de especies
debe efectuarse después de haber realizado las pruebas de susceptibilidad a

los insecticidas. Ello permite calcular con exactitud la mortalidad porcentual por
especie o grupo de especies y, de ser necesario, conservar y etiquetar debidamente
los insectos para posteriores ensayos en laboratorio. El advenimiento de técnicas
moleculares ha hecho posible distinguir con relativa rapidez y facilidad entre los
miembros de cada complejo de especies de mosquito gracias a sencillas pruebas de
PCR. Con esta técnica es posible, después de la prueba, identificar la especie de los
ejemplares tanto vivos como muertos tras la exposicion, asi como de los integrantes
del grupo de control. Antes de proceder a la identificacion por PCR, los ejemplares
en cuestién deben ser conservados en gel de silice o en etanol. Para evitar la
contaminacién cruzada de ADN se puede conservar individualmente cada mosquito
en un tubo de microcentrifuga de 0,5 ml.

Existen una serie de criterios clave para realizar la identificaciéon morfoldgica de los
mosquitos recolectados en distintas regiones. En la publicacién Methods in Anopheles
research manual (25) se exponen métodos moleculares adecuados para identificar
hasta el nivel de especie a muchos vectores del paludismo.

Lo idoneo es determinar la especie de todos los mosquitos sometidos a prueba, lo
que permitird calcular la mortalidad de cada especie por separado. Si no es posible
identificar a todos los ejemplares, cabe utilizar una submuestra de 40 a 50 mosquitos
por prueba. Esta submuestra debe incluir a todos los supervivientes mds varios
mosquitos muertos o, cuando haya numerosos supervivientes, limitarse solamente a
estos. Cuando en la prueba se hayan empleado mosquitos de la progenie F1, bastard
con determinar Unicamente la especie de las madres de cada familia.



3.4 Condicionesy protocolos de prueba

En el recuadro 3.1 se han expuesto los pasos necesarios para llevar a cabo la

prueba OMS de susceptibilidad. Como se ha dicho, el procedimiento apenas ha
cambiado, en lo esencial, desde que en 1976 se recomendd su utilizacion como
prueba de susceptibilidad de referencia (18). Aun asi, a lo largo del tiempo se han

ido infroduciendo algunos cambios menores en los protocolos de prueba. En la
revision de 1998, por ejemplo, cuando se incluyeron por primera vez los piretroides, se
especificd que los tubos de mantenimiento debian ser mantenidos en posicién vertical
durante los periodos de exposicion y de espera (10).

La revision de 2013 (9), al igual que la presente revision, se acompana de ciertos
cambios pequenos en las condiciones y los protocolos de prueba recomendados,
descritos a continuacién. En el anexo 1 se presenta un modelo de formulario para
registrar los datos de las pruebas de susceptibilidad, en particular con informacion
detallada sobre la zona de estudio, los ejemplares que componen la muestra (método
de recoleccion, edad, estado fisioldgico y especie), el o los insecticidas analizados y
las condiciones experimentales.

3.4.1 Numero de mosquitos sometidos a prueba

Como queda dicho, para cada insecticida conviene someter a prueba de 120 a 150
mosquitos hembra a la concentracion discriminante, con al menos cuatro réplicas

de 20 a 25 ejemplares por ensayo. Cuando no sea posible analizar este numero de
mosquitos en un solo dia, cabe la posibilidad de repartir las pruebas en varios dias
hasta que se alcance dicho numero, siempre y cuando se incluyan paralelamente
controles. En este caso, y a fin de evitar multiples manipulaciones, se pueden dejar los
papeles impregnados dentro de los tubos, a condicion de que estos estén envueltos
en papel de aluminio y sean mantenidos a 4 °C entre un ensayo y el siguiente. En la
presente revision se recomienda un minimo de dos controles (40 a 50 mosquitos) con
objeto de mejorar la validez estadistica de los resultados.

3.4.2 Condiciones ambientales

La temperatura ambiental puede influir en la toxicidad de los insecticidas (26), y

la humedad relativa puede afectar a la supervivencia de los mosquitos durante el
periodo de espera. Por ello es preciso controlar la temperatura y la humedad durante
las fases de prueba y espera. Lo idoneo es que los ensayos se realicen a 25 °C + 2

°C de temperatura y a un 80% + 10% de humedad relativa. Durante los periodos de
exposicion y espera hay que vigilar ambos pardmetros y registrar los valores mdaximo
y minimo al principio del periodo de exposicién y, de nuevo, al final del periodo de
espera.

Alo largo de la prueba (fases de exposicion y espera) los tubos de exposicién y de
mantenimiento deben permanecer en posicién vertical, independientemente de la
clase de insecticida de que se trate (incluso en el caso de insecticidas que inducen

un rédpido efecto de derribo, como los piretroides). Durante la fase de exposicion

es preciso cubrir con una cartulina los extremos que tienen malla de los tubos de
exposicion para reducir la intensidad luminosa. No hay que realizar prueba alguna

a temperaturas superiores a los 30 °C. En ausencia de insectario o de nevera portdtil
que haga las veces de “insectario de campo’, los tubos deben colocarse dentro de un
contenedor recubierto con un pano humedecido que se dejard en un lugar protegido
y sombreado.
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3.4.3 Numero de usos de los papeles impregnados

La eficacia de un papel impregnado disminuye con el numero de usos y el nimero
de mosquitos sometidos a prueba, sobre todo en el caso de los papeles impregnados
de piretroides. La recomendacién actual consiste en no utilizar un mismo papel
impregnado de insecticida mds de seis veces, lo que equivale a exponer unos 150
mosquitos en un solo tubo. En las versiones anteriores de estas directrices se admitia
una mayor reutilizacion en el caso de papeles impregnados de un insecticida no
piretroide (hasta 20 veces).

Entre dos pruebas sucesivas hay que guardar los papeles en su caja de pldstico
original, cerrada con cinta adhesiva y conservada a 4 °C dentro de un contenedor
o nevera o, cuando ello no sea posible, en una alacena cerrada a temperatura
ambiente. Cuando los papeles hayan permanecido a 4 °C habrd que llevarlos

a la temperatura ambiente antes de utilizarlos para una prueba de exposicion.
Los papeles nunca deben quedar expuestos a luz solar directa. En cada caja

estd indicada la fecha de caducidad del lote en cuestidn, que hay que respetar
estrictamente.

3.5 Mortalidad y ajustes a los calculos

En el anexo 2 se ofrece un modelo de formulario que cabe utilizar para registrar

y comunicar las tasas de mortalidad y de derribo obtenidas en una prueba. La
mortalidad (esto es, el nimero de mosquitos muertos en los tubos de exposicidn y en
los de control) se determina al término del periodo post-exposicion especificado.

La mortalidad de la muestra sometida a prueba se calcula sumando el nimero de
mosquitos muertos en todas las réplicas expuestas y expresdndolo como porcentaje
del numero total de mosquitos expuestos:

Total de mosquitos muertos
Mortalidad observada = x 100
Total de mosquitos expuestos

Para obtener el valor de la mortalidad del control se efectda un cdlculo similar. Si la
mortalidad del control es 220%, la prueba debe ser desechada. Cuando sea <20%, se
deberd corregir la mortalidad observada en los expuestos aplicando la férmula de
Abbott como sigue:

(% mortalidad observada — % mortalidad control)
Mortalidad corregida = x 100
(100 - % mortalidad control)

Cuando la mortalidad del control sea inferior al 5% (es decir, un mosquito muerto por
cada 25), no se precisard correccion alguna de los resultados de la prueba, que si
deberd efectuarse cuando la mortalidad sea = 5%.

Al presentar los recuentos de mortalidad siempre hay que indicar el tamano de
la muestra y también, de ser posible, ofrecer una estimacion de los intervalos de
confianza al 95%.



3.6 Interpretacion de los resultados

3.6.1 Pruebas de susceptibilidad a la concentracién discriminante

Teniendo en cuenta los nuevos descubrimientos y la necesidad de actuar rapidamente
para frenar la dispersion de la resistencia en las poblaciones de vectores, en

2013 se revisaron los criterios de interpretacion de los resultados de la prueba de
susceptibilidad de la OMS (9). Para los ensayos realizados con la concentracién
discriminante rigen ahora las recomendaciones siguientes.

e Una mortalidad comprendida entre el 98% y el 100% indica que los mosquitos
son susceptibles.

e Una mortalidad inferior al 98% permite suponer la existencia de resistencia y
exige un andlisis mds detenido. Si la mortalidad observada (corregida, cuando
proceda) estd entre el 90% y el 97%, serd preciso confirmar la presencia de
genes de resistencia en la poblacion del vector realizando pruebas adicionales
con el mismo insecticida y con la misma poblacion o con la progenie de
alguno de los mosquitos supervivientes (criada en condiciones de insectario)

o efectuando ensayos moleculares para detectar mecanismos de resistencia
conocidos. Si al menos dos pruebas adicionales dan sistemdticamente una
mortalidad inferior al 98%, se da por confirmada la resistencia.

e Cuando la mortalidad sea inferior al 90%, no hardn falta pruebas adicionales
para confirmar la existencia de genes resistentes en la poblacion analizada,
siempre y cuando se hayan sometido a prueba por lo menos 100 ejemplares
de cada especie. En tal caso serd preciso someter a prueba nuevas muestras
a las concentraciones 5x y 10x, como se explica en la seccién 3.6.2, y también
investigar los mecanismos y la distribucion de la resistencia.

o Cuando se confirme resistencia se recomienda, siempre que sea posible,
adoptar medidas correctivas a fin de manejar la resistencia siguiendo las
recomendaciones del Plan mundial (5) para preservar la eficacia de los
insecticidas utilizados en el control de vectores de paludismo.

o Cuando se observe un numero inesperadamente alto de supervivientes
tras la exposicion a un insecticida que en principio debia matar a todos los
ejemplares sometidos a la prueba, serd preciso efectuar una prueba con los
mismos papeles empleando una colonia de laboratorio de Anopheles que
sea susceptible al insecticida. Si no se dispone de las instalaciones necesarias
para hacerlo, se deben enviar los papeles a un laboratorio o establecimiento
regional en el que sea posible efectuar esas pruebas para comprobar la
calidad de los papeles.

3.6.2 Pruebas de susceptibilidad a las concentraciones 5x y 10x

A continuacion se resumen las recomendaciones para interpretar los resultados de las
pruebas efectuadas con cinco y diez veces la concentracion discriminante.

e Una mortalidad (corregida, cuando proceda) comprendida entre el 98% vy el
100% a la concentracion 5x indica una resistencia de baja intensidad, que hace
innecesaria la valoracion a la concentracion 10x.

e Una mortalidad (corregida, cuando proceda) inferior al 98% a la
concenfracion 5x indica una resistencia de intensidad moderada, por lo que se
recomienda efectuar la valoracion a la concentracion 10x.
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e Una mortalidad de entre el 98% y el 100% a la concentracion 10x confirma la
presencia de una resistencia de intensidad moderada.

e Una mortalidad (corregida, cuando proceda) inferior al 98% a la
concentracion 10x es indicativa de una resistencia de alta intensidad.

Cuando se confirme la presencia de resistencia a las concentraciones 5x, y
especialmente 10x, es probable que el insecticida este presentando fallas de control
en campo. Por ello serd IMPERATIVO adoptar medidas urgentes de manejo de la
resistencia (5) para preservar la eficacia de los insecticidas empleados en el control
de los vectores del paludismo. Ademds, se deberd estudiar la distribucion de la
resistencia para determinar dénde se expresa con mayor intensidad y dénde habria
que priorizar la aplicacion de medidas adicionales de control cuando asi se infiera
también de los datos epidemioldgicos.

Los criterios de clasificacion recomendados (secciones 3.6.1y 3.6.2) se basan en la
escasa probabilidad de que una supervivencia superior al 2% se deba Unicamente
a la casualidad, siempre y cuando se hayan cumplido todas las condiciones
experimentales.

Conviene ser prudente al interpretar los resultados de una sola prueba, sobre todo
cuando se hayan utilizado hembras capturadas en campo, pues las técnicas de
muestreo pueden influir en los resultados. Los insectos capturados en interiores,

por ejemplo, pueden mostrar un sesgo en favor de individuos que ya hayan estado
expuestos a los insecticidas y hayan sobrevivido (es decir, la muestra puede incluir
ejemplares con mayor probabilidad de ser resistentes). Las muestras que contengan
una mezcla de especies también pueden dar resultados no concluyentes o engafnosos,
porque la frecuencia de los genes de resistencia probablemente varie de una

especie a otra. Es importante, por consiguiente, determinar la especie de los insectos
analizados y calcular la tasa de susceptibilidad de cada especie por separado.

3.7 Material y suministros

3.7.1 Procurement

La Unidad de Investigacion de Lucha Antivectorial (Vector Control Research Unit)

de la Universiti Sains Malaysia de Penang (Malasia), en coordinacion con la OMS,
prepara los kits de prueba y los papeles impregnados de insecticida. En el sitio

web del WHOPES se especifican los procedimientos y condiciones mds recientes

para la compra de los kits, asi como de los papeles impregnados y demas material
necesario.* También es posible comprar por separado cada uno de los articulos

que integran el kit, incluidos los papeles impregnados, utilizando el formulario de
pedido que figura en el sitio web o a través del portal en linea.® El kit incluye asimismo
instrucciones completas para efectuar la prueba de susceptibilidad, asi como varios
ejemplares de los formularios para el registro de los datos (véanse los anexos 1y 2).

4 http://www.who.int/whopes/resistance/en/ - en inglés

5 http:/www.inreskit.usm.my - en inglés



3.7.2 Composicion del kit de prueba de la OMS

A continuacion se detalla la composicion del kit de prueba de la OMS, aunque
también cabe encargar por separado tubos y clips metdlicos adicionales:

o Doce tubos de pldstico (125 mm de longitud y 44 mm de didmetro), cada uno
de ellos con una malla en un extremo de tamiz 16:

e cuatro tubos marcados con un punto rojo que servirdn de tubos de
exposicion (esto es, para exponer a los mosquitos al papel impregnado
de insecticida);

e dos tubos marcados con un punto amarillo que servirdn de tubos de
control sin insecticida (esto es, para exponer a los mosquitos al papel de
control, tratado solo con aceite);

e seis tubos marcados con un punto verde que servirdn de tubos de
mantenimiento en los que mantener a los mosquitos antes de la
exposicion y después de ella; y

e seis unidades corredizas, cada una de ellas con tapdn de rosca en
ambos lados y un orificio de llenado de 15 mm de didmetro.

o Cuarenta hojas de papel blanco limpio (12 x 15 cm) con las que forrar los tubos
de mantfenimiento.

e Doce clips metdlicos (seis de acero y seis de cobre) para mantener el papel
fijado a la pared de los tubos: los seis clips de acero se utilizan con los seis
tubos de mantenimiento (punto verde), y los seis clips de cobre con los cuatro
tubos de exposicion (punto rojo) y los dos tubos de control (punto amarillo).

o Dos tubos aspiradores de vidrio de 12 mm de didmetro interno, junto con una
manguera de goma de 60 cm de longitud y dos boquillas.

e Un rollo de cinta adhesiva.

e Una hoja de instrucciones.

e Un formulario de reporte.

e Una hoja de papel logaritmico.

o Una etiqueta.

3.7.3 Papeles impregnados de insecticida y sinergista

El surtido de papeles de ensayo impregnados de insecticida ha sido ampliado

para incluir en él nuevos principios activos, asi como concentraciones mds elevadas
de piretroides, pirimifos metil y bendiocarb (para determinar la intensidad de la
resistencia) y butéxido de piperonilo (PBO por sus siglas en Ingles) al 4% (véase el
cuadro 3.1). Los papeles impregnados de insecticida vienen empacados en cajas de
pldstico, cada una de las cuales contiene ocho hojas.

Se recomienda al usuario que consulte regularmente el sitio web del WHOPES® para
obtener informacién actualizada sobre los papeles de ensayo y demds material
que se ofrece. A través del portal en linea de la Universiti Sains Malaysia se pueden

6 http:/www.who.int/whopes
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encargar papeles impregnados de insecticida a concentraciones seriadas, en
particular las concentraciones 5x y 10x (indicadas en el cuadro 3.1).7 Los papeles con
concentraciones 5x y 10x estan destinados a aquellas situaciones en que sea necesario
determinar la intensidad con que se expresa la resistencia a un determinado
insecticida en una especie o poblacién de mosquitos.

7 http://www.inreskit.usm.my



4. ANALISIS COMPLEMENTARIOS: PRUEBA CON
SINERGISTA E INSECTICIDA PARA INFERIR MECANISMOS
DE RESISTENCIA METABOLICA

4.1 Uso de sinergistas en las pruebas de susceptibilidad a los
insecticidas

Al'igual que la prueba OMS de susceptibilidad, la prueba con sinergista e
insecticida es una técnica que mide directamente la respuesta a la exposicion, y mds
concretamente el efecto de la exposicidn previa a un sinergista sobre la expresién
de la resistencia a un insecticida. Un sinergista no es un compuesto insecticida, pero
ciertas enzimas desintoxicantes de los mosquitos lo reconocen como sustrato. Esta
prueba se utiliza para determinar la intervencion de mecanismos metabdlicos en la
aparicion de fenotipos de resistencia. En el recuadro 4.1 se resume el procedimiento
de prueba. Todos los aspectos relativos a las condiciones de prueba (incluidas las
condiciones ambientales) quedan expuestos en la seccién 3.4.

Disponemos de sinergistas para ciertos grupos de enzimas de desintoxicacion
metabdlica como las esterasas, las oxidasas y las glutation S-transferasas.

El PBO, por ejemplo, puede actuar en sinergia con los efectos de insecticidas
piretroides reduciendo o anulando la capacidad desintoxicante de ciertas enzimas,
principalmente las monooxigenasas. En este caso, de la atenuacion o completa
supresion de la expresion de un fenotipo resistente se infiere que el principal
responsable de la resistencia, en ausencia de PBO, es un sistema de desintoxicacion
dependiente de monooxigenasas. Hay ofros compuestos sinergistas que todavia

no estdn validados suficientemente para emplearlos en este tipo de pruebas de
sinergista e insecticida.

RECUARDO 4.1.

MEDICION DEL EFECTO DE LA EXPOSICION PREVIA AL SINERGISTA PBO
SOBRE LA EXPRESION DE LA RESISTENCIA A UN INSECTICIDA EN MOSQUITOS
ADULTOS: PROCEDIMIENTO DE PRUEBA

1. Este experimento consiste en efectuar una prueba con cuatro
exposiciones distintas: PBO solamente; insecticida solamente; PBO
seguido de insecticida; y un control con disolvente.

2. Para las pruebas se emplean los tubos de la prueba OMS y se aplican
las técnicas de transferencia descritas en el recuadro 3.1.

3. Seintroducen hojas de papel blanco limpio (12 x 15 cm), enrolladas
en forma de cilindro, en cuatro tubos de mantenimiento (con el punto
verde), una por tubo, sujetdndolas con un clip de alambre de acero
para mantenerlas en posicion. Después se fijan los tubos a las [dminas
corredizas, cuidando de que todos ellos estén debidamente etiquetados.

4. Siguiendo el mismo procedimiento se preparan cinco tubos de
exposicion (cuatro con punto rojo y uno con punto amarillo). Se forran
dos tubos de exposicién marcados de rojo con una hoja de papel
impregnado de insecticida (concentracion discriminante de insecticida).
Los otfros dos tubos marcados de rojo se forran con sendos papeles
impregnados de PBO al 4%. El tubo de control de exposicién (punto
amarillo) se forra con papel impregnado de aceite. Después se mantiene
cada papel en su posicion fijandolo con un clip de alambre de cobre,
cuidando de efiquetar debidamente todos los tubos.
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De la muestra de mosquitos por analizar se seleccionan al menos 100
hembras adultas.

Se divide la muestra en cuatro grupos de 20 a 25 ejemplares y después
se introduce cada grupo, por aspiracién, en cada uno de los cuatro
tubos de mantenimiento.

Los mosquitos que se van a someter a “PBO solamente” y a “PBO
seguido de insecticida” son transferidos a los dos tubos de exposicion
con PBO al 4%. Tras 1 hora de exposicion, se registra la mortalidad (en
principio al cabo de 1 hora no deberia haber mortalidad). Las demas
muestras (“insecticida solamente” y “control con disolvente”) se dejan en
sus respectivos tubos de mantenimiento.

Se devuelven a su tubo de mantenimiento los mosquitos expuestos a
“PBO solamente”.

Los mosquitos que se van a someter a “insecticida solamente” y a “PBO
seguido de insecticida” son transferidos simultdneamente a los dos tubos
de exposicion con insecticida y se exponen durante 1 hora. Al mismo
tiempo, los mosquitos de “control con disolvente” son transferidos al tubo
de control con papel impregnado de aceite y se exponen durante 1 hora.

. Tras 1 hora de exposicion se devuelven a sus respectivos tubos de

mantenimiento las tres muestras de mosquitos (“solamente insecticida’,
“PBO seguido de insecticida” y “control con disolvente”) y se registra la
mortalidad. En el extremo mallado de cada uno de los cuatro tubos de
mantenimiento se coloca una almohadilla de algodén empapada de
agua azucarada.

Se dejan los mosquitos en los tubos de mantenimiento durante 24 horas
(periodo de recuperacion). Durante este tiempo, es importante que

los tubos de mantenimiento estén en un lugar sombreado y protegido,
a salvo de temperaturas extremas (lo ideal es un insectario). Hay que
registrar la tfemperatura y la humedad relativa reinantes durante el
periodo de recuperacion.

. Al término del periodo de recuperacién (es decir, 24 horas después de la

exposicion), se cuenta y anota el numero de mosquitos muertos (segun
las definiciones indicadas en el recuadro 3.1) que hay en cada tubo.

. Este proceso debe ser repetido tres veces. En la figura 4.1 esta

representado esquemadticamente.



PBO PBO e insecticida
solamente

PBO

Insecticida

N
N

PBO PBO e insecticida
solamente

Tubos de mantenimiento +
papel blanco limpio

Insecticida Control
solamente

1 hora de exposicién a PBO

1 hora de exposicién a
insecticida

Insecticida Control

Transferencia de los
mosquitos a los tubos de
mantenimiento y lectura de
la mortalidad a las 24 horas

-
an

Insecticida Control
solamente

PBO: butoxido de piperonilo (PBO por sus siglas en Inglés)

FIG. 4.1

Pasos para realizar la prueba con sinergista e insecticida
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4.2 Registroy presentacion de los resultados de la prueba con
sinergista e insecticida

4.2.1 Medida de la mortalidad

Transcurridas 24 horas desde la exposicidon se determina la mortalidad (esto es,

se cuenta el nUmero de mosquitos muertos en los tubos de exposicion y en los de
control). Si 24 horas después de la exposicién un mosquito aun es capaz de volar,
debe ser considerado “vivo”. Sin embargo, si se encuentra “derribado” (es decir,
moribundo), se considerard que estd muerto. Ello se justifica por el hecho de que, en
el campo, un mosquito que esté en tales condiciones serd probablemente capturado y
devorado por un predador o por hormigas.

La mortalidad de los mosquitos expuestos al insecticida y de los controles se calcula
sumando el nimero de mosquitos muertos y expresdndolo como porcentaje del
numero total de mosquitos expuestos:

Total de mosquitos muertos
Mortalidad observada = x 100
Tamano total muestra

Cuando la mortalidad de los controles sea =20%, las pruebas deberdn ser
desechadas. Cuando sea <20%, se deberd corregir la mortalidad observada en los
expuestos a “insecticida solamente” y a “PBO seguido de insecticida” aplicando la
formula de Abbott como sigue:

(% mortalidad observada - % mortalidad control)

Mortalidad corregida = x 100
(100 - % mortalidad control)

Al presentar los recuentos de mortalidad siempre debe indicarse el tamano de la
muestra.

Cuando la mortalidad de la muestra expuesta a “PBO solamente” sea >10% (esto
es, dos 0 mds mosquitos muertos por tubo), habrd que desechar la totalidad de

la prueba porque los papeles con sinergista estarian causando de por si un nivel
significativo de mortalidad.

4.2.2 Comparacion entre las muestras expuestas a sinergista y las no expuestas

Una vez efectuadas las correcciones de la mortalidad en los expuestos en funciéon

de la mortalidad observada en los controles, es posible comparar la mortalidad
presente en la muestra expuesta a “PBO seguido de insecticida” con la registrada en
las muestras donde no ha habido efecto sinergista esto es, las expuestas a “insecticida
solamente”.



4.3 Interpretacion de los resultados de las pruebas con
sinergista e insecticida

Las recomendaciones que rigen actualmente son las siguientes.

e Cuando la mortalidad media en las muestras expuestas a “insecticida
solamente” sea 290%, no serd posible evaluar con fiabilidad el efecto del PBO.

e Cuando la mortalidad media en las muestras expuestas a “insecticida
solamente” sea <90%, se puede interpretar el efecto del PBO segun los
siguientes criterios:

e una completa restauracion de la susceptibilidad (mitigacion de la
resistencia) por exposicion previa a PBO (esto es, mortalidad media
>98% en las muestras de “PBO seguido de insecticida”) significa que
la expresion del fenotipo resistente en la poblacion analizada se debe
por completo a un mecanismo de resistencia dependiente de una
monooxigenasa;

e cuando se observe una restauracién parcial de la susceptibilidad por
exposicion previa a PBO (esto es, cuando la mortalidad media en las
muestras de “PBO seguido de insecticida” sea mayor que la mortalidad
media en las muestras de “insecticida solamente” pero inferior al 98%),
ello significard que la expresion del fenotipo resistente se debe solo
parcialmente a un mecanismo de resistencia dependiente de una
monooxigenasa y que seguramente hay ofros mecanismos de resistencia
presentes en la poblacion analizada;

e la ausencia de restauracion de la susceptibilidad por exposicidn previa
a PBO (esto es, mortalidad media en las muestras de “PBO seguido
de insecticida” igual o inferior a la mortalidad media en las muestras
de “insecticida solamente”) pone de manifiesto que el fenotipo de
resistencia detectado no se debe a un proceso de desintoxicacion
mediado por una monooxigenasa.

4.4 Material y suministros

En representacion de la OMS, la Universiti Sains Malaysia prepara kits de prueba,
papeles impregnados de insecticida y papeles impregnados de PBO al 4%, como
queda explicado (véase la seccién 3.7).

El kit incluye asimismo varios ejemplares del formulario de registro de datos
recomendado (reproducido fambién en el anexo 3).
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5. PRUEBADE LABOTELLA DE LOS CDC PARA
MOSQUITOS ADULTOS

En 2010 los CDC publicaron una detallada descripcion, incluidas las pautas
metodoldgicas, de su técnica de prueba en botella (76), publicaciéon que actualizan
periddicamente desde su sitio web, en el que ofrecen material complementario como
el protocolo de prueba para determinar la intensidad de la resistencia o un video
pedagogico sobre las propias directrices,® de las que también existe una versién
imprimible e ilustrada con fotografias (25).

5.1 Prueba de la botella con tiempos de exposiciony
concentraciones discriminantes

La prueba de la botella de los CDC ofrece un método complementario para detectar
la resistencia a los insecticidas en poblaciones de vectores de paludismo. Su uso estd
muy extendido con fines de vigilancia regular de la resistencia en poblaciones de
mosquitos. Mientras que con la prueba de la OMS se observa la tasa de mortalidad
registrada en mosquitos expuestos a una concentracion discriminante de insecticida
durante un tiempo determinado, con la prueba de la botella de los CDC se mide

el lapso de tiempo discriminante que se requiere para incapacitar a mosquitos
susceptibles empleando una concentracion predeterminada de insecticida.

Como ocurre con la prueba de la OMS, el ensayo de la botella de los CDC puede ser
aplicado a hembras adultas capturadas en campo o criadas en insectario a partir

de colecciones de larvas. La prueba de la botella también ha sido normalizada:
empleando poblaciones de susceptibilidad conocida, se han determinado tiempos
de exposicion y concentraciones discriminantes para cada insecticida y cada especie
de vector. Es posible por lo tanto efectuar la prueba Unicamente con la concentracion
y el fiempo discriminantes (Cuadro 5.1). La técnica consiste en registrar el nimero

de mosquitos incapacitados o derribados después del tiempo de exposicidn
discriminante (esto es, el fiempo necesario para incapacitar con seguridad al 100% de
la poblacién original sometida a prueba).

5.2 Prueba de la botella a concentraciones crecientes para
determinar la intensidad

Recientemente se ha perfeccionado la técnica de la prueba de la botella agregdndole
la posibilidad de determinar la intensidad de la resistencia con el mismo formato

de ensayo. Empleando una serie de multiplos de la concentracién discriminante (1x,
2x, 5x y 10x) se obtiene una informacion similar a la del calculo de los grados de
resistencia. Sin embargo, con el uso de multiples concentraciones es posible obtener
informacion util con menos mosquitos, lo que hace de este método una técnica rapida
para valorar si la resistencia puede estar causando fallas en el control de vectores.

El hecho de que los mosquitos sobrevivan a un multiplo elevado de la concentracion
discriminante de insecticida alertard al equipo de vigilancia y lo llevard a prestar
atencion a la zona donde la resistencia pueda estar comprometiendo la eficacia de
las intervenciones de control vectorial y sea necesario por lo tanto realizar andlisis
complementarios.

8 http://www.cdc.gov/parasites/education_training/lab/bottlebioassay.html



5.3 Ventajas e inconvenientes de la prueba de la botella

Cuando se utilice la prueba de la botella de los CDC con fines de vigilancia
sistematica de la susceptibilidad a los insecticidas, conviene tener en cuenta las
siguientes condiciones:

e es preciso seguir estrictamente los procedimientos indicados en las directrices
de los CDC, en particular los relativos al uso de los disolventes de insecticida
recomendados (etanol o acetona), asi como los protocolos de tratamiento de
los frascos;

e es preciso respetar los fiempos de exposicidon y concentraciones de insecticida
indicados (Cuadro 5.1); y

e es preciso observar estrictamente los tiempos de conservacion y
procedimientos de lavado de las botellas.

Entre las ventajas de utilizar el método de prueba de la botella de los CDC se
destacan las siguientes:

e cuando el usuario opte por preparar sus propias botellas, puede evitarse el
uso de kits de prueba y papeles impregnados “prefabricados’, lo que le ofrece
mas flexibilidad en cuanto a los tipos y concentraciones de insecticida que le
es posible evaluar;

e el manual incluye un protocolo para utilizar insecticidas formulados en
el andlisis de la prueba, aunque ello exige del usuario una cuidadosa

interpretacion de los resultados;

e el procedimiento es relativamente rdpido y sencillo (p.ej., no se requiere un
periodo de espera de 24 horas o mads); y

o el procedimiento admite la realizacion de la prueba con diversos sinergistas.

Entre los inconvenientes de utilizar el método de la botella de los CDC cabe senalar
los siguientes:

o la existencia de posibles problemas por lo que respecta al control del proceso:

aunque el usuario final tiene la responsabilidad de preparar correctamente
las botellas, es posible, por ejemplo, que haya diferencias en el modo en que
distintos laboratorios preparan y realizan los procedimientos con las botellas
antes y después de la realizacion de las pruebas;

e el imperativo que los entomodlogos lleven puesto equipo protector al
impregnar las botellas;

e la necesidad de transportar las botellas de vidrio al campo, a veces durante
largos periodos de tiempo cuando no se tiene acceso a un laboratorio;

» el requisito de transferir los mosquitos a una jaula limpia antes de separar
a los muertos de los vivos para después determinar la especie y estudiar los
mecanismos de resistencia; y
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o elimperativo limpiar muy bien todas las botellas entre cada utilizacion: es
esencial realizar controles aleatorios de las botellas lavadas empleando
mosquitos susceptibles.

Tanto el método de la OMS como el de los CDC permiten detectar con fiabilidad una
resistencia cuando estd presente. Sin embargo, aunque ambas técnicas proporcionan
datos en forma de porcentajes de mortalidad o de tiempo necesario para incapacitar
a los mosquitos, los resultados obtenidos con la prueba de la botella de los CDC NO
son directamente comparables con los de la prueba OMS de susceptibilidad en tubo,
porque el método CDC se basa en la proporcion de mosquitos incapacitados y la
prueba de la OMS mide la mortalidad.

CUADRO 5.1.
Prueba de la botella de los CDC - Concentraciones discriminantes de insecticiday
tiempos discriminantes (en minutos) para mosquitos Anophelesy Aedes

INSECTICIDA CONCENTRACION DE INSECTICIDA POR ESPECIE TIEMPO
(MICROGRAMOS DE INGREDIENTE ACTIVO DISCRIMINANTE
POR BOTELLA WHEATON DE 250 ML) (MINUTOS)
ANOPHELES :
Bendiocarb 12,5 12,5 30
Cfurina s 10 30
Cipermetrina 15 10 30
Deltametrina 125 10 30
Lombacr:trcrfholofrinrcrtm'; 125 10 30
Permetina 25 15 30
ooT w0 75 45
Malafien —  so 50 30
Fenitrotion 50 50 30
Pirimifos metl 20 . _ 30

DDT: diclorodifeniltricloroetano



6. ANALISIS COMPLEMENTARIOS EN LABORATORIO:
DETERMINACION DE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA

Como queda explicado en la seccion 4, si después de utilizar las concentraciones
discriminantes se encuentran supervivientes (>2%), puede ser util efectuar nuevas
pruebas para determinar los mecanismos genéticos responsables de la resistencia
observada. Este tipo de informacion serd seguramente Util para planificar el control
vectorial a mds largo plazo, pues ayuda a evaluar la probabilidad de resistencia
cruzada entre compuestos de una u otra clase de insecticidas y a la vez proporciona
informacion de interés sobre el potencial de propagacion de la resistencia dentro de
las poblaciones de vectores. Digamos por ejemplo que en una determinada poblacion
de vectores se halla la presencia de mutaciones kdr (que confieren resistencia a los
piretroides). En tal caso, es probable que esa poblacion también sea resistente al DDT.

A medida que se han ido entendiendo mejor los mecanismos de resistencia a

los insecticidas en los mosquitos y otros insectos vectores, se ha progresado
sustancialmente en la elaboracion de nuevas pruebas para detectar dichos
mecanismos. Hace ya decenios que disponemos de un conjunto de técnicas de ensayo
bioquimico y enzimatico que sirven para detectar la presencia de mecanismos de
resistencia metabolica. Ahora hay varios ensayos moleculares que complementan
esas técnicas y pueden utilizarse para detectar experimentalmente mutaciones que
alteran el sitio diana de un insecticida (p.ej. el kdr en el caso de piretroides y DDT; la
Ace-Ten el de organofosforados y carbamatos; o la rdl en el del fipronil o el dieldrin)
y también, cada vez mds, mecanismos de resistencia metabdlica (p.ej. glutation
S-transferasas). En aquellos lugares donde escaseen los recursos o las instalaciones
convendrd solicitar la ayuda de otras instituciones para el andlisis de muestras
representativas. De forma similar, por lo que respecta a la preservacion de muestras y
ejemplares también es preferible pedir asesoramiento a una institucién colaboradora.

La exposicidn detallada de las técnicas y métodos recomendados de andlisis
bioquimico y molecular trasciende el alcance de las presentes directrices. Para
obtener este tipo de informacion se aconseja al lector que consulte ofras fuentes,
tales como Methods in Anopheles research manual (25) u otras publicaciones (27).
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7. MANEJO Y UTILIZACION DE LOS DATOS

En condiciones ideales, los datos conforman las bases de las acciones en salud
publica. La gestion eficaz, el intercambio rdpido y la valoracion puntual de los datos
son factores cruciales para alimentar la elaboracién y aplicacién de estrategias de
lucha contra los vectores de paludismo. Ademds de los datos epidemiologicos y
demds tipos de datos disponibles, la informacion obtenida gracias a la vigilancia de
la resistencia a los insecticidas es un componente bdsico de todo proceso de decision
sobre las intervenciones con insecticidas.

7.1 Manejo y reporte de datos

La responsabilidad de obtener, reunir, analizar y reportar datos, asi como de
controlar su calidad, reside en ultima instancia en los programas nacionales de lucha
contra las enfermedades transmitidas por vectores. Ello asegura que los recursos
disponibles se destinen eficazmente a generar la informacién necesaria para orientar
la oportuna foma de decisiones.

Cuando un pais no cuente con una base de datos nacional con informacion
entomoldgica que incluya datos de resistencia a los insecticidas, deberd dotarse

de ella. También conviene estudiar sus posibles nexos con sistemas de manejo de
datos ya existentes (p.ej. un sistema de informaciéon de salud o de gestion sanitaria).
Cuando el programa nacional de lucha antipalidica disponga de escasa capacidad,
puede haber otra institucion, por ejemplo un centro de investigacién, que asuma

la funcién de manejo de datos en representacion del programa. Es preciso que los
procedimientos de reporte, manejo y presentacion de datos estén bien documentados
y que el proceso y la frecuencia con que se hayan de transmitir los datos al programa
nacional de lucha antfipaludica, asi como el formato de esos datos, estén claramente
definidos entre las instituciones colaboradoras.

Es preciso alentar a cuantas partes intervengan en la obtencién de datos
entomoldgicos de interés a que fransmitan puntualmente esa informacién para
incorporarla a la base de datos nacional. La existencia de plantillas normalizadas
y adaptadas a la estructura de la base de datos nacional agilizard el proceso de
recopilacion de los datos y asegurard su adecuada comunicacién. Lo ideal es que
los resultados de toda prueba relativa a la susceptibilidad a los insecticidas y sus
mecanismos lleguen a manos del programa nacional de lucha antipaltdica dentro
de los tres meses siguientes a su obtencion.

Los datos de las pruebas, incluidas las de la intensidad de la resistencia, cuando

las haya, y de todo ensayo tocante a los mecanismos de resistencia también

deben ser tfransmitidos a la OMS para que esta los incluya en la base mundial

de datos agregados instituida en 2014. Esta base, que se alimenta de bases de

datos regionales, contiene informacion facilitada anualmente por los programas
nacionales de lucha antipaltdica, asi como datos extraidos de publicaciones y redes
regionales. A fin de facilitar el proceso de envio de datos a la OMS existe una plantilla
normalizada de datos sobre resistencia a los insecticidas. Toda esta informacion serd
después valorada para entender mejor la situacién tanto mundial como por regiones
en lo que respecta a la resistencia a insecticidas, lo que sirve a su vez para orientar
las politicas de vigilancia y de lucha antivectorial, en la linea marcada por el Plan
mundial.



En lo esencial, las bases de datos mundiales solo resultan Utiles si los paises

con paludismo endémico obtienen y comunican la informacién. De ahi la gran
importancia de la calidad de los datos y de su reporte de forma integra y oportuna
dentro de cada pais.

7.2 Uso de los datos para la toma de decisiones

La toma de decisiones sobre el control vectorial debe estar basada en el andlisis

y evaluacién periddica de los datos nacionales de vigilancia de la resistencia a los
insecticidas que debe realizar un grupo de especialistas en cada pais. Dado que el
mandato y la responsabilidad de combatir a los vectores del paludismo a escala
nacional recae en el programa nacional de lucha antipalidica, a él corresponde
también dirigir la creacion y el funcionamiento de este grupo técnico, que deberd
coordinar las actividades nacionales de vigilancia y manejo de la resistencia a los
insecticidas con objeto de asegurar la adecuada jerarquizacién de prioridades y la
debida utilizacion de los recursos y de ofrecer un mecanismo decisorio eficaz.

El programa nacional de lucha antipalidica debe definir la composicién idonea

del grupo técnico. En el proceso de determinar qué personas e instituciones van

a participar en el érgano decisorio nacional o pueden aportar datos (p.ej. sobre
susceptibilidad a los insecticidas) o recursos Utiles para apoyar la adopcion de
decisiones, el primer paso consiste en hacer una relacién de todos los posibles
colaboradores. Es imperativo comprometer a los colaboradores para que participen
en este proceso, de modo que todo cambio en la politica de lucha antivectorial o

los planes de gestidn y vigilancia de la resistencia a los insecticidas responda a la
situacion real y actual y pueda ser financiado y aplicado eficazmente. Se recomienda
instituir una robusta participacion intersectorial, con presencia de representantes de
los ministerios de salud, agricultura y medio ambiente y especialistas de la OMS y
establecimientos universitarios, asi como de otros colaboradores pertinentes, como
donantes u organizaciones no gubernamentales. La participaciéon del organismo
nacional de reglamentacion es fundamental para seleccionar con conocimiento de
causa intervenciones con insecticidas adecuados.

Para una instancia decisoria la prioridad estriba pues en examinar la estrategia y

las praxis vigentes de lucha antivectorial a la luz de todas las novedades técnicas
que surjan en relacion con la resistencia a los insecticidas y, a partir de ahi, introducir
los ajustes adecuados para lograr la mayor coherencia con el Plan mundial y

las directrices subsiguientes de la OMS. En el Plan mundial (5) se ofrecen mas
indicaciones y ejemplos sobre la estructura del drgano técnico y decisorio. También
resulta ilustrativo, en este sentido, el proceso documentado que se ha llevado
adelante en Zambia de planificacion operativa para el manejo de la resistencia a los
insecticidas (28).
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8. RECOMENDACIONES ADICIONALES

Conviene mencionar por ultimo una serie de recomendaciones generales sobre la
vigilancia de la resistencia a los insecticidas.

o Como parte de la ejecucion del Plan mundial (5), los programas de lucha
contra el paludismo u otras enfermedades transmitidas por vectores
deberian elaborar planes de manejo de la resistencia a los insecticidas en
los que se especifiquen las intervenciones prioritarias, los sitios “centinela”
seleccionados y la frecuencia de las actividades de vigilancia de los vectores
y su susceptibilidad a los insecticidas. Dichos planes deberian prever
mecanismos de manejo de los datos con los que fundamentar las decisiones
programaticas.

e Para que los programas de vigilancia de las resistencias sean eficaces
deben contar con personal debidamente formado y con una infraestructura
suficiente. En gran parte de los paises esta es todavia la principal dificultad, a
la que tratan de dar respuesta buen nimero de instituciones y colaboradores
operativos. Es conveniente evaluar frecuentemente las necesidades de
formacion en los paises y darles respuesta.

o De unos anos a esta parte han surgido una serie de pruebas basadas
en técnicas moleculares de PCR de alto rendimiento que actualmente se
utilizan para detectar la presencia de mutaciones kdr. Estos métodos han
servido, por ejemplo, para vigilar la frecuencia de mutaciones kdr en An.
gambiae en zonas occidentales de Africa como indicacion indirecta de la
presencia de resistencia al DDT o a los piretroides. No se trata, empero,
de un procedimiento que en general se recomiende seguir: es preciso que
las pruebas moleculares se acompanen siempre de la prueba OMS de
susceptibilidad (o la prueba de botella de los CDC). Por supuesto, siempre es
interesante conocer los mecanismos que intervienen en una resistencia porque
a partir de ahi cabe inferir una posible resistencia cruzada entre clases de
insecticidas y emplear después pruebas para detectar fenotipos resistentes.
Este tipo de informacion es util para concebir estrategias de manejo de la
resistencia y evaluar su éxito o fracaso.

o Cuando existan laboratorios adecuados, es posible establecer vinculos entre
los datos de resistencia a los insecticidas y los relativos a las infecciones
parasitarias en los mosquitos, sometiendo a pruebas de deteccion de
esporozoitos a los mismos mosquitos adultos de campo utilizados para las
pruebas. Aquellos ejemplares que den resultado positivo a un primer ensayo
inmunoenzimdtico (ELISA) deben ser sometidos a un segundo ensayo de
confirmacion, ya sea un ELISA con tratamiento previo por calor (29) o una
PCR. Ello tiene importancia por lo que respecta a los efectos de la resistencia
en la transmision del paludismo.

o Enel caso de nuevos insecticidas que no actien principalmente induciendo
efectos letales, sino alterando la fisiologia del insecto (p.ej., modificando el
comportamiento hematéfago o reduciendo la fecundidad o la fertilidad), serd
preciso elaborar otros procedimientos experimentales para detectar posible
resistencia.



Cuando se disponga de pocos ejemplares, conviene proceder
estratégicamente, sometiendo a prueba un solo piretroide de clase 1 (como la
permetrina) y un solo piretroide de clase 2 (como la deltametrina), lo que en
principio deberia bastar. El programa de lucha antivectorial puede prever que
en un primer momento solo se realicen pruebas de resistencia a la permetrina
y la deltametrina (de entre los piretroides), el bendiocarb (de entre los
carbamatos), el malatién o el pirimifos metil (de entre los organofosforados) y
el DDT (de entre los organoclorados).
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ANEXO 1. FORMULARIO PARA REGISTRAR INFORMACION
SOBRE LA RECOLECCION DE MOSQUITOS Y LAS CONDICIONES
EXPERIMENTALES

Cédigo de la aldea CJOIONUmero de prueba IO Fecha (dia/mes/ano) CI101/0C100/ CI0

Nombre del investigador: ... Cédigo del investigador L1

Datos de la zona

P S, e ProvinCia: e

Distritor wooveeeveiiieeieiee MUNICIPIO: i Aldea: .o
Coordenadas GPS UTM_x O1O00.0000 uTM_Y OO0O.000

Datos de la muestra

Especie analizada: ..o Especie en el control: ...

1SV (o NN Edad (dias): ..ccoeeeeeennee. (solo cuando se conozca: colonia y F1)

Método de recolecciéon

Atrayente humano dentro de la vivienda [ Ejemplares en reposo nocturno en interiores []
Ejemplares en reposo matutino en interiores [ Recoleccion en ganado O
Atrayente humano fuera de la vivienda [ Ejemplares en reposo fuera de la vivienda [
Oftro: especificar ..o, Coleccion de larvas O
Progeny F1 O

Colonia O Cepa de la colonia: ...ccoveeieiicc,

Estado fisiolégico

No han ingerido sangre [ Han ingerido sangre [ Semigravidas [ Gravidas [

Datos sobre el insecticida utilizado

Insecticida utilizado: ... Fecha de caducidad: CICI/000/000
Papeles impregnados preparados por: .........c.........

Fecha de primera apertura de la caja: L1C1/00/00

Concentracion (1X/5X/T0X): weveverereninieieeecenc e

Numero de utilizaciones de este papel: [1[]

Condiciones de conservacién: Temperatura ambiental [ Refrigeracion [

Condiciones experimentales

Periodo de exposicién: Inicio  Final

Temperatura °C oo.a oo.a
Humedad relativa (%) O |



ANEXO 2. FORMULARIO PARA REGISTRAR LOS RESULTADOS :
DE PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A LA CONCENTRACION %H%
DISCRIMINANTE Y A LAS CONCENTRACIONES 5X Y 10X

Reéplical = Réplica2 | Réplica3 | Réplicad4 | Controll @ Control 2

N¢ expuestos :
Numero de mosquitos derribados tras 60 minutos de exposicién (120 min. para el fenitrotion)

Rephco] : Repllcc12 : Repllco3 : Réplico4 ¢ Contfrol1 © Control 2

: Horo ! 9. : Horc ! 9. : Horo ! 9. : Horc ! 9. : Horo ! 9. : HOFO :

60’

Numero de mosquitos muertos/vivos* al final del periodo de espera (24 horas)

Rephco] : Rep||c02 : Rep||co3 : Repl|c04 ¢ Control1 ¢ Control 2

* Este recuento debe hacerse por especie, una vez determinado el taxén de todos los mosqun‘os muertos y vivos.

A diligenciar por un supervisor al final de la prueba

Cédigo del supervisor 11

Confirmo que el formulario estd completo.

Fecha: /00,00

A diligenciar por el personal de entrada de datos

Auxiliar 1 Auxiliar 2
Fecha OO/000,00 Fecha O/000,00
FIrmna o
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ANEXO 3. FORMULARIO PARA REGISTRAR LOS RESULTADOS DE LAS
PRUEBAS CON SINERGISTA (PBO AL 4%) E INSECTICIDA

Numero de mosquitos derribados tras la exposicion, por tratamiento y por réplica

Insecticida solo PBO solo i Insecticida + PBO : Control disolvente

Réplica1l . . . . - . -~
B Horo ~ : HOFG : . Horo . . Horo .
e - - - -
Fmol
. Insecticida solo PBO solo i Insecticida + PBO : Control disolvente
Réplicaz o | o | B | -
e Horc: ~ : HOFO : . Horc: . . Horc: .
e - - - -
Fmol
. Insecticida solo PBO solo i Insecticida + PBO i Control disolvente
Réplica 3 ) } 7 7
S Horc: , , Horc: , , Horc: , , Horo :

Final

Numero de mosquitos muertos/vivos al final del periodo de espera (24 horas), por tratamiento y
por réplica
Replnca1 i Insecticida solo PBO solo i Insecticida + PBO i Control disolvente

N° muer’ros

N° vivos
Repllca 2 . Insecticidasolo PBO solo i Insecticida + PBO : Control disolvente

N9 muerfos :

N° Vivos

Repllca 3 | Insecticidasolo PBO solo ¢ Insecticida + PBO : Control disolvente

No muertos

N2 vivos



Cuadro sintético de la mortalidad media registrada en muestras de
hembras adultas de Anopheles tras exposicion a insecticida solamente,
a PBO (4%), a insecticida + PBO o a papeles de control con disolvente
(no tratados)

Porcentaje de

Tratamiento N2 de réplicas Tamano muestral (N) mortalidad 24 horas
: : post-exposicidn

Insecticida solamente

PBO: butoéxido de piperonilo

A diligenciar por un supervisor al final de la prueba

Cédigo del supervisor 1]

Confirmo que el formulario estd completo.

Fecha: L10O/000/00

A diligenciar por el personal de entrada de datos

Auxiliar 1 Auxiliar 2
Fecha /000,00 Fecha /000,00
FIrma e
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ANEXO 4. CONCENTRACIONES DISCRIMINANTES Y TIEMPO DE
EXPOSICION DE LOS INSECTICIDAS HABITUALMENTE UTILIZADOS

CONTRA MOSQUITOS DEL GENERO AEDES

Clase insecticida Insecticida .CorTce_mrooor:
: discriminante (%)
Alfacipermetrina 0,03¢
Cifrlutrina 0,150
Deltametrina 0,03¢
Piretroides S ;
; Etofenprox : 0,5°
Lambdacihalotrina 0,03
Permetrina 0,25
. Fenitrotion 1
Organofosfatos Malation 0,8
Pirimifos metil 0,21°

e Tentativa

Determinada para los mosquitos del género Anopheles, tentativa para los Aedes.

Tiempo exposicion

(horas)



789243
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