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1. INTRODUCCION

En Colombia el control de Aedes aegypti, se lleva a cabo mediante la utilizacion de insecticidas para
el control de adultos en casos de incremento en el nimero de casos de arbovirosis o mediante control
focal de criaderos. Este ultimo, se centra en campafas educativas dirigidas a la comunidad con el
fin de eliminar los criaderos, lo cual se complementa con la aplicacion de larvicidas en los depdsitos
de agua potable de uso doméstico. Los larvicidas utilizados son el organofosforado Temefos, la
bacteria Bacillus thurigiensis variedad israelensis y los inhibidores de sintesis de quitina. Sin
embargo, el Temefos ha sido el larvicida mas utilizado en el pais debido a su residualidad y facilidad
de aplicacion, lo cual ha generado poblaciones de A. aegypti resistentes por la presion de seleccion
ejercida con esta molécula. Es asi como los resultados obtenidos anualmente por la Red Nacional
de Vigilancia de la Resistencia a Insecticidas, han evidenciado un porcentaje alto de poblaciones
resistentes al Temefos. En este sentido, los resultados de los ultimos tres afios evidenciaron que el
45%, 66% y 47% del total de poblaciones de A. aegypti evaluadas en el pais en 2016, 2017 y 2018
respectivamente, presentaron resistencia al Temefos (Datos e no publicados de la Red de VRI).

A pesar que en el pais se lleva a cabo la Vigilancia de la resistencia de manera regular, esta
informaciéon se ha obtenido con la dosis diagndstica, por lo que es necesario implementar la
metodologia de determinacion de grados de resistencia a este larvicida, con el propésito de conocer
la magnitud de dicha resistencia y orientar la toma de decisiones de control en las localidades con
transmision de arbovirosis. El calculo de los grados de resistencia, consiste en la determinacion de
la mortalidad de las larvas de A. aegypti de campo y la cepa de referencia susceptible, las cuales se
exponen a diferentes concentraciones del insecticida y se determina la mortalidad en cada nivel. Con
esta informacion, se realiza un analisis de regresion lineal para obtener la CL50 y CL 90 de la
poblacion de campo y de la cepa de referencia. Los grados de resistencia son el producto de dividir
el valor de la CL 50 de la poblacion de A. aegypti de campo, sobre la CL50 de la cepa susceptible
de A. aegypti, lo cual corresponde a la cantidad de veces que es necesario incrementar la
concentracion del insecticida que mata el 50% de la poblacién susceptible para obtener el mismo
porcentaje de mortalidad en la poblacion de campo.

El presente protocolo sera utilizado para determinar los grados de resistencia de A. aegypti al
Temefos y su aplicacion estara a cargo de un profesional en entomologia médica, de la Unidad de
Entomologia del Laboratorio de Salud Publica de cada departamento, de bidlogos profesionales de
las Secretarias de Salud Municipal o del Instituto Nacional de Salud.

2. OBJETIVO GENERAL

Proporcionar una metodologia para determinar los grados de resistencia al Temefos en
poblaciones de larvas de A. aegypti, mediante la aplicacion de la metodologia de la
Organizacion Mundial de la Salud (1981).con el propdsito de monitorear cambios en la
susceptibilidad de las poblaciones en estudio.

2.1.Objetivos especificos

e Suministrar la metodologia de preparacion de diferentes concentraciones de
temefos a utilizar en la determinacion de grados de resistencia.
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e Poner a disposicion de los Laboratorios de Salud Publica, una metodologia de
obtencion de DL 50 y DL 90.

3. ALCANCE

Este documento sera tomado como referencia por los Laboratorios de Entomologia de las
entidades territoriales, con el fin de determinar los grados de resistencia al temefos como
parte de la Vigilancia de la Resistencia a Insecticidas.

4. RESPONSABILIDAD

El presente protocolo sera utilizado por los profesionales responsables de la vigilancia
entomoldgica de los Laboratorios de Salud Publica Departamentales y Distritales.

5. DEFINICIONES

Concentracion diagnéstica: es el doble de la concentracién que produce el 100% de
mortalidad en poblaciones que carecen de genes resistentes o son susceptibles (WHO, 1981).
La concentracién diagnostica establecida para el temefés es de 0.012 ppm para A. aegypti.

Concentracion letal 50 (CL50): es la concentracion estimada del insecticida que mata el 50 %
de la poblacién y se estima generalmente a partir de la regresidon lineal (concentracién-
mortalidad) (WHO, 1981).

Concentracion letal 90 (CL90): es la concentracién estimada del insecticida que mata el 90%
de la poblacion y se obtiene generalmente a partir de la regresién lineal (concentracion-
mortalidad) (WHO, 1981).

Ensayo biolégico: en este documento hace referencia a la exposicién de las larvas de la
localidad de estudio y de la cepa susceptible Rockefeller (control positivo) a diferentes
concentraciones del insecticida, con controles negativos (individuos de la localidad y de la cepa
susceptible expuestos al solvente del insecticida) para poder estimar la CL 50 y CL90. Cada
concentracion puede tener varias repeticiones en un mismo bioensayo.

Grado de resistencia: es el cociente de la concentracion letal (CL) 50 o CL 90 de la cepa de
campo sobre la CL 50 o CL90 de la cepa susceptible (Rockefeller) y representa el nivel de
resistencia de una poblacion.

Resistencia: es la capacidad de los mosquitos para sobrevivir a la exposicién a una dosis
estandar del insecticida; esta habilidad puede ser el resultado de una adaptacion fisiolégica o
conductual. La aparicion de resistencia a los insecticidas en una poblacién de vectores es un
fendmeno evolutivo causado ya sea por la evitacion en el comportamiento, o por factores
fisiolégicos mediante el cual se metaboliza el insecticida, no se potencia, o se absorbe menos
en mosquitos resistentes que en mosquitos susceptibles (WHO, 2016).
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Andlisis TRAP (Programa de Analisis de Relaciones de Toxicidad): desarrollado por la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos, es un programa que analiza en este
caso la disminucién de una variable biolégica (supervivencia) de un valor de control a cero a
medida que aumenta la exposicién quimica (concentracion del insecticida) para estimar la CL 50
y CL90 de las poblaciones a evaluar.

6. CONDICIONES GENERALES

En la figura 1, se resumen los pasos a seguir en la aplicacién del protocolo para la determinacion de
los grados de resistencia al Temefos.

Seleccién y
preparaicion de las
concentraciones de
temefos a evaluar

Elaborar lista de
chequeo de materiales
requeridos y personal

Obtencién de las
concentraciones finales
en 100 ml de agua

Aplicacion de la prueba

Determinacién de la

Andlisis de informacién
y toma de decisiones

Obtencién de los grados
de resistencia

Obtencién de la CL50 y
CL 90 de la cepa de
campo y susceptible

mortalidad a las
diferentes
concentraciones

Figura 1. Diagrama de actividades requeridas en determinacion de grados de resistencia al Temefos.(Fuente:
grupo de Entomologia-INS).

6.1. Materiales y equipos
6.1.1 Material bioldgico
Larvas de tercer estadio de A. aegypti
6.1.2 Materiales trabajo de campo y laboratorio

e Agua declorada

¢ Cinta de enmascarar

e Etanol absoluto

e Soluciones de Insecticida Temefos (Chemservice®)
e Guantes desechables
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Larvas de A. aegypti de tercer estadio tardio y cuarto estadio temprano de la poblacién de
estudio y de la cepa susceptible (Rockefeller)

Marcador de punta fina

Papel Kraft

Papel parafilm

Puntas 1000 pL

Vasos desechables de 4 oz

Vasos de precipitados de vidrio de 150 6 250 mL

6.1.3 Elementos de Bioseguridad

e Mascara con filtros para gases toxicos
e Guantes

6.1.4 Reactivos

e Temefos grado técnico

6.1.5 Equipos

o Refrigerador o congelador para el almacenamiento de los insecticidas.
e Micropipeta de 1000 pyL

e Pipetas plasticas Pasteur

e Probeta 100 mL

e Termodmetro

e Computados

6.2.Seleccidn y preparacion de las concentraciones de Temefos a evaluar

Para cada localidad de estudio se evaluara la siguiente gama de concentraciones por ensayo: 0,001
ppm, 0,003 ppm, 0,006 ppm, 0,012 ppm, 0,024 ppm, 0,048 ppm y 0,096 ppm, ademas de la
concentracion 0 correspondiente al control etanol. En las poblaciones de campo se realizaran cuatro
repeticiones para cada concentracién mas el control Etanol, cada repeticion correspondera a un vaso
de precipitado. En el caso del control positivo, correspondiente a la cepa Rockefeller, se realizara
una sola repeticidon por concentracion mas el control Etanol

Las concentraciones se prepararan a partir de tres soluciones base de Temefos (0,1 ppm, 0,3 ppm
y 100 ppm), utilizando etanol absoluto como solvente. A partir de estas tres concentraciones se
obtendran las siete concentraciones a evaluar. Estas concentraciones seran suministradas por el
Laboratorio de Entomologia del Instituto Nacional de Salud, previa solicitud por parte del Laboratorio
Departamental de Salud Publica.

A partir de la solucién de 100 ppm se hace una preparaciéon de una concentracién de 1,2 ppm de la
cual se obtendran las concentraciones finales de 0,006, 0,012, 0,024, 0,048 y 0,096 ppm.
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V1=Volumen a tomar de 100 ppm
C1= 100 ppm
V2= Volumen a preparar 100 mL
C2=1,2 ppm

¢ V] 1=(V_2C_2)/C 1
V_1=(100 mL*1,2 ppm)/(100 ppm)=1,2 mL de insectcida de 100 ppm+98,8 mL de etanol absoluto
La concentracion en las soluciones de trabajo puede modificarse si se evapora el etanol. Por
consiguiente, debe taparse muy cuidadosamente el frasco ambar que contiene la solucién madre de
100 ppm del temefds con papel parafilm y guardarse en el refrigerador (0 a 4 °C) o a -20°C.
6.3.Obtencidén de las concentraciones finales en 100 ml de agua

Una vez se cuenta con el volumen necesario de las concentraciones de 0,1 ppm, 0,3 ppmy 1,2 ppm,
se procederd a realizar el ensayo. En la tabla 1 se resumen las cantidades de las concentraciones
de 0,1, 0,3 y 1,2 ppm de temefos que se deben adicionar a un volumen de 100 ml de agua para

obtener las siete concentraciones de temefds a evaluar.

Tabla 1. Volumen de cada concentracion de etanol adicionar por cada vaso de precipitado con
100 ML de agua

Concentracion final Concentracion Mililitros (mL) de Mililitros (mL) de
de temefés en 100 ml | inicial de temefés agua a extraer de | temefés aplicar en
de agua (ppm) (ppm) los 100 ml de agua 100 ml de agua
0,001 0,1 NA NA
0,003 0,3 NA NA
0,006 1,2 0,5 0,5
0,012 1,2 1 1
0,024 1,2 2 2
0,048 1,2 4 4
0,096 1,2 8 8

Fuente: Laboratorio de Entomologia-INS

6.4. Aplicacion de la prueba OMS

e Rotular los vasos de precipitado con cinta adhesiva, con los siguientes datos: nombre de la
localidad a evaluar, concentraciéon, numero de repeticion y fecha. Marque los controles de la
misma manera.

e Colocar 25 larvas por vaso de precipitado. EI nUmero de repeticiones debe darse hasta
completar como minimo 100 larvas por concentracion. El nidmero ideal de larvas por
concentracion debe ser entre 160 a 200 para que haya robustez estadistica y los intervalos
de confianza no estén tan separados a la hora de realizar el analisis estadistico.
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Las larvas de la cepa susceptible Rockefeller son el control positivo y estaran expuestas a
diferentes concentraciones del insecticida. Los controles negativos son los individuos de la
localidad y de la cepa susceptible Rockefeller expuestos al solvente del insecticida

Llene los vasos de precipitado con un volumen de 89 ml de agua declorada.

Agregue 1 ml de etanol absoluto a los controles negativos con una micropipeta.

Agregue 1 mL de insecticida de acuerdo a la concentracidn establecida (Tabla 1) en cada

vaso de precipitado con una micropipeta.

Mezcle con la misma punta de la micropipeta para homogeneizar la solucién y deséchela.

e Deje reposar el insecticida en el agua como minimo media hora antes de introducir las larvas.

e Para cada vaso de precipitado de vidrio, aparte un vaso plastico de 4 0oz y marque con un
marcador de punta fina un nivel10 ml.

e Agregue 10 ml al vaso plastico de 4 oz.

e Con una pipeta plastica Pasteur seleccione 25 larvas de tercer o cuarto estadio temprano y
agréguelos al vaso desechable de 4 oz. Luego saque con una pipeta plastica Pasteur el
exceso de agua que sobrepasa el nivel marcado.

e Agregue las larvas al vaso de precipitado.

e Repita este procedimiento para cada vaso de precipitado.

e Cubra el bioensayo con papel Kraft.

e Alas 24 horas se hace los recuentos de mortalidad.

6.5. Determinacion de la mortalidad a las diferentes concentraciones

Se consideran larvas muertas las que: 1) no reaccionan cuando se les toca; 2) tienen un movimiento
erratico frente a las del control; 3) decoloracion; 4) presencia de temblores o movimientos
descoordinados; 5) rigidez o dificultad al sumergirse cuando hay un estimulo auditivo o no pueden
subir a la superficie después de un tiempo razonable.

Las larvas que se transformen en pupas durante la prueba quedan excluidas del recuento. Si mas
del 10% de las larvas de los controles negativos pupan, el bioensayo debe ser descartado y debe
repetirse. Si la mortalidad en los controles negativos es igual o superior al 20% el bioensayo debe
repetirse.

Para calcular el porcentaje de mortalidad por concentracion, se suma el niumero de larvas muertas
y expuestas a través de todas las repeticiones y luego expresando esto como un porcentaje:

. ] Numero total de larvas muertas por concentracion
Porcentaje de Mortalidad Observada= — X 100%
Total de larvas expuestas por concentracion

Si la mortalidad del control supera el 20%, el bioensayo se descarta. Cuando la mortalidad del control
oscila entre el 5y el 20%, se corrige los porcentajes de mortalidad mediante la formula Abbott (1925):

Mortalidad Correaida = % de mortalidad de los expuestos - % de mortalidad del control 100
: gida = 100 - % de mortalidad del control
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6.6. Obtenciéon de CL50 y CL90 de la cepa de campo y susceptible

Con los resultados de mortalidad a las diferentes concentraciones se obtienen las concentraciones
letales 50 y 90 (CL50 y CL 90) de la cepa de estudio y de la cepa susceptible (Rockefeller), las cuales
se determinan mediante un analisis Probit que puede realizarse utilizando cualquiera de los
siguientes métodos: 1) grafico, realizando la grafica de dosis respuesta sobre papel logaritmico; 2)
manual, mediante el uso de calculadora y 3) programa para computadora, que en la mayoria de los
casos hacen parte de los programas estadisticos.

En cuanto a los tres métodos utilizados para determinar las CL50 y CL90, el mas recomendado por
el tiempo y confiabilidad de los resultados, es el programa de Probit, sin embargo la mayoria de los
Laboratorios Departamentales de Salud (LDSP), no cuentan con licencias para programas
estadisticos. Por lo anterior, una buena alternativa es utilizar programas estadisticos de libre acceso
a través de internet. En el Anexo 2 del presente protocolo, se dan instrucciones para la instalacion
y uso del Toxicity Relations Analysis Program (Trap) un programa de analisis Probit de la Agencia
de Proteccién del Medio Ambiente de los Estados Unidos (EPA), el cual es de acceso gratuito a
través de internet. Es de aclarar que es solo una orientacion y que los LDSP tienen la autonomia de
utilizar el programa que mejor se adapten a sus necesidades.

6.7.0btencidén de los grados de resistencia

Una vez obtenidas la CL 50 y CL 90 de la poblacién de campo y de la cepa susceptible Rockefeller
utilizando el programa de eleccién, , se procede a calcular los grados de resistencia (Mazarri y
Georghiou, 1995), dividiendo CL50 cepa de estudio/ CL50 de la cepa susceptible y la CL90 de la
cepa de estudio/CL90 de la cepa susceptible.

7. INDICADORES ENTOMOLOGICOS

El valor obtenido denominado grados de resistencia, corresponde al numero de veces que es
necesario incrementar la concentracion de insecticida que mata el 50% de la poblacion de referencia
susceptible para obtener el mismo porcentaje de mortalidad de la poblacion de campo.

La interpretacion de los valores obtenidos, se realiza de acuerdo al criterio de Mazarri y Georghiou
(1995), asi:

Si el valor es:

. Menor a 5 (<5) indica nivel de resistencia bajo.

. Se encuentra en un rango entre 5 y 10 indica nivel de resistencia medio.Mayor a 10 (>10)
indica nivel de resistencia alto.
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9. ANEXOS
Anexo 1: Resultados de mortalidad de larvas evaluadas a diferentes concentraciones de temefos

Anexo 2: Obtencién de la DL50 y DL 99 mediante el Programa Toxicity Relations Analysis Program
(TRAP).
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ANEXO 1: Resultados de mortalidad de larvas evaluadas a diferentes concentraciones de temefos

Departamento Localidad:
Municipio:

Fecha de prueba: -
Temperatura del agua:
Responsable:

%
Temefos| N°de Larvas | Mortalidad % Mortalidad N° de
[ ] Beaker | Expuestas |a 24 horas | Mortalidad| Abbot Pupas
1
2
3
4
Control

Control
+
1
2
3
4
Control

Control
+
1
2
3
4
Control

Control
+
1
2
3
4
Control

Control
+

Fuente: Laboratorio de Entomologia-INS

Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia

Conmutador: (1) 220 7700 Ext. 1703-1704
correo electronico: contactenos@ins.gov.co
Pagina web: www.ins.gov.co 3

Linea gratuita nacional: 018000 113 400 %



- INSTITUTO
WNACIONAL DE
- SALUD

| |

La salud insalu
es de todos L L

10

ANEXO 2: Obtencion de DL 50 Y DL 99 mediante el programa Toxicity Relations Analysis Program
(TRAP)

1. Instalacién del Programa TRAP en el computador

Ingrese a Internet a través del link
https://archive.epa.gov/imed/med archive 03/web/html/trap.html)

Seleccione la opcion TRAP version 1.30a para descargar el programa (figura 1)

EPA's Web Archive: This content is not maintained and may no longer apply.
For current information, click on the EPA logo to visit epa.gov.

U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY

Figura 1. Imagen de ingreso al Programa TRAP (Fuente: EPA).

Una vez terminada la descarga se podra ver un archivo .zip. Dar click derecho en el archivo y
seleccionar la opcion extraer aqui. Posteriormente Dar click en el archivo aplicativo trap1.301.exe
(figura 2)
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TRamp » Mueva carpeta v Buscar en Mueva carpeta 2
2 Mombre Fecha de medifica.. Tipo Tamna
& trap1-30a.zip e = File 1
Open with WinZip
Imprimir

@ Subira MEGA

Analizar trap1-30a.zip
Abrir con p

Compartir con p
Abrir con WinRAR

Extraer ficheros...

Extraer agui

Extraer en trap1-30a'

i G i i

Restaurar versiones anteriores

Enviar a p

Cartar

Figura 2. Extraccion de archivo comprimido en ZIP .

2. Ingreso de los datos al programa
Para los datos al programa de manera adecuada, siga los siguientes pasos:

-Organice en tres columnas los datos obtenidos en las pruebas bioldgicas, de la siguiente manera:
1) concentracion del temefds, 2) total de sobrevivientes por concentracion y 3) niumero total de
individuos expuestos por concentracion. En lo posible utilice organice los datos en Excel para facilitar
el proceso.

-Abra el aplicativo TRAP.

-Configure el programa de la siguiente manera: en Analysis Type (tipo de analisis) seleccione la
opcion Tolerance Ditribution la cual es la recomendada para la evaluacién de analisis probit; en
Model Shape (forma del modelo) seleccione el modelo: guassian distribution; en # of parameters
(nimero de parametros) seleccione two (dos).

-En la opcidon Exposure Variable Transform escoja Logarithm. Finalmente, la configuracion del
programa debe quedar del siguiente modo (Figura 3).

Ingresar los datos en el Formulario de Ingreso de datos, para lo cual se debe tener en cuenta que:
- Exposure Variable se refiere a la concentracion del insecticida
- # org w/o response corresponde a los individuos sobrevivientes a la exposicion del insecticida.
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Total # organisms es igual al numero total de individuos expuestos a cada una de las
concentraciones estudiadas.

Los resultados a ingresar al programa corresponderan a la sumatoria de los sobrevivientes de las
cuatro repeticiones de cada tratamiento y el nUmero total de larvas expuestas a esa concentracion.
Al ingresar los datos también se debe de senalar el resultado del control negativo, haciendo click en
el recuadro blanco al final de la fila correspondiente (Figura 3).

3. Obtencién de la CL50 y CL 90

El primer paso para obtener las concentraciones CL50 y CL90, es seleccionar en el menu ubicado
en parte superior el item Analysis y en la lista desplegable, la opcion Parameter Estimation.
Posteriormente, aparecen en la pantalla del computador la tabla de analisis de resultados con la
grafica correspondiente a la figura 3. (figura 3)

Para realizar la estimacion de la concentracion letal 50 y 90 (CL50 y CL 90), se ingresa al menu
Analysis y se selecciona Xp Estimation, posteriormente se abrira un recuadro con las diferentes
mortalidades. Adicionalmente, en la opcién p puede cambiar manualmente el porcentaje deseado y
en la opcion graph options, podra editar la grafica

T USEPA/NHEERL/MED Toxicity Relationship Analysis Program >

File Analysis Help
gmenoee EE——— :

Parameter Estimation

Xp Estimation

Model Fit Summacy

Optimization History 4

v ey p vamr

| o3scoce| o u:n} 160 u:l:}

0 48000€ 0.0000{ 100 uu(l(_"

j@viola ufu‘w -

Effed Vinddle
.

14 < >0 28 28 24 2 20 8 LK 14
Log(E xposure Variable)

Anasbyus Type [T ciecance Distribution ~1
Mode! Parametess

Model Shape G aussian Distrbas - -
[Goumcior e Iritial Guess | Final Estinate | Standard Ewor %% LCL 9%% UCL

# of Porameters | Theee -] |teo=o Z 1088 21379 0. 30140€ 01 2 1960 20777
= StdDev 037159 0 55945 0 31043% 01 0.30756{ 0 43259
Exposure Vanable Transform  [Loparithen =] ~o 0 S8000] 059013 0157486 01 0 89237] 1.0000|

L

Figura 3. Ingreso de datos de dosis respuesta al programa y obtencion de CL 50 y 90 mediante TRAP
(Fuente: EPA)
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