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Anexo 11: Procedimientos e indicadores entomológicos para toma de decisiones en control vectorial en malaria en localidades seleccionadas
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1. Aspectos generales

En el marco de la “Estrategia para racionalizar la toma de decisiones en el control vectorial en malaria en los países de la región amazónica” este anexo orienta sobre las actividades de entomología a realizar en las “localidades de estudio entomológico”. A nivel de un municipio o área de alta transmisión de malaria no es viable ni costo- efectivo intervenir con control vectorial todas las localidades con transmisión, por lo que el abordaje propone concentrar los esfuerzos de control de vectores en las localidades que aportan la mayor carga de enfermedad y donde tendrán mayor impacto las acciones. Estas localidades prioritarias para control vectorial serán estratificadas desde el punto de vista eco-epidemiológico para, a su vez, seleccionar entre ellas unas localidades representativas donde se realizará el estudio entomológico. 

La evaluación entomológica a que hace referencia este anexo, complementa a la evaluación del impacto que se basa en el análisis de variaciones en la morbilidad registrada por el sistema de información de malaria. Consideraciones sobre el análisis de la información epidemiológica para evaluar el impacto de intervenciones se presenta en el Anexo 7. La evaluación epidemiológica se realizará en todas las localidades a ser intervenidas (localidades prioritarias), pero el estudio entomológico se realizará solo en las “localidades de estudio”. La evaluación entomológica post-intervención durará como mínimo 6 meses y dependiendo de la situación de la malaria en el área de influencia y de la información recolectada, el equipo local decidirá si se selecciona otra(s) localidad(es) para estudio.

El contexto donde se implementarán los procedimientos aquí descritos es el nivel local. Se trata de orientaciones para ayudar al equipo local a usar mejor la entomología en la toma decisiones en control vectorial en malaria. El proceso descrito en este anexo comienza cuando usualmente los equipos locales ya han recibido los insecticidas y otros insumos de acuerdo a las políticas promovidas por los niveles superiores
. Una evaluación entomológica inicial permitirá en conjunto con información epidemiológica y parámetros sociales seleccionar la intervención más adecuada, que estará precedida por una línea de base entomológica. La intervención será seguida de una evaluación entomológica. El proceso repetido de evaluación epidemiológica y entomológica durante un mínimo de seis meses generará información para orientar las intervenciones localmente y la información generada de varias localidades podrá ser usada por los niveles centrales para orientar con base en información las estrategias, políticas y la adquisición de insumos.

El monitoreo de la resistencia a los insecticidas se realiza en localidades seleccionadas que configuran a nivel de país una red de localidades centinelas. Estos procedimientos no hacen parte de este Anexo, están descritos en la Guía (ítem 3.6 y en al Anexo 12). Si bien es claro que tales procedimientos involucran necesariamente a equipos locales, usualmente este monitoreo es coordinado desde un nivel superior que es responsable por la selección y adquisición de los insecticidas. Las actividades de que trata este anexo, por otra parte, son en primera instancia responsabilidad del nivel local y deben ser parte de la rutina del equipo de control de vectores que es el principal usuario de la información. 

A continuación se describen en detalle las actividades entomológicas para la medición de los parámetros e indicadores que serán usados para seleccionar y evaluar las intervenciones de control de vectores.

Se destacan dos momentos para estas actividades de campo y laboratorio

· Estudio entomológico pre-intervención

· Estudio entomológico post – intervención (observaciones regulares)

1.1
Estudio entomológico pre-intervención

Las localidades donde se realiza esta caracterización y evaluación entomológica han sido seleccionadas entre las localidades objeto de control vectorial en malaria en el área de influencia del equipo local. Las actividades entomológicas y las intervenciones hacen parte de las actividades regulares del programa de control. Cuando se hace la evaluación entomológica inicial, la localidad ya ha sido caracterizada con la información epidemiológica y social e con los datos históricos entomológicos disponibles.

El estudio preintervención consiste en la caracterización entomológica de la localidad y la definición de variables e indicadores que servirán como línea de base de las futuras evaluaciones. La información generada permitirá, en conjunto con la información epidemiológica y las características socio culturales de las localidades seleccionadas, completar el proceso de estratificación para definir las intervenciones más adecuadas y establecer los parámetros de las líneas de base para la evaluación de las medidas de control implementadas

Una visita inicial de reconocimiento geográfico, identificación de las especies vectoras y caracterización de criaderos puede ser necesaria antes de realizar la línea de base

Los procedimientos de campo para el estudio entomológico pre-intervención serán:

· Caracterización geográfica del área de estudio

· Identificación, caracterización , mapeo de criaderos actuales y potenciales y determinación de densidad larvaria (estadios) 

· Capturas en reposo intradomiciliares y capturas sobre humano protegido (CSHP)

· Capturas peridomiciliares y CSHP

Consideraciones detalladas sobre la caracterización geográfica y la identificación y caracterización de criaderos son hechas en el Anexo 9. Las capturas en reposo intradomiciliares en reposo y CSHP suministrarán las mediciones básicas para la construcción de los indicadores que orientarán sobre la selección y evaluación de intervenciones sobre formas adultas (Tabla 1):

· Identificación de especies

· Grado de endofilia-endofagia exofagia

· Horario de picadura

· Densidad de adultos

· Paridad

Después de las actividades de campo, el material y los registros serán analizados en el laboratorio para la construcción de los indicadores y la línea de base. Los detalles sobre estos procedimientos se presentan en los ítems subsiguientes.

Tres propósitos fundamentales tiene esta información: 

i) información para la estratificación y la selección de la intervención 

ii) línea de base para comparar la variación en los parámetros entomológicos post - intervención y 

iii) elaboración de un banco de datos de información sobre distribución de especies y comportamiento vectorial
 . 

La línea de base será elaborada para todas las variables básicas definidas independiente de la intervención. En la Tabla 1 se presentan los indicadores que serán utilizados en la evaluación de las intervenciones.

La susceptibilidad de los vectores a los insecticidas será monitoreada en localidades centinelas siguiendo protocolos estandarizados definidos en el Anexo 12. Las actividades de monitoreo de las resistencia y el papel de los métodos usados está descrito en el ítem 3.6 de la “Guía para racionalizar la toma de decisiones en control vectorial en malaria”.

1.2
Estudio entomológico post-intervención (observaciones regulares)

Se trata de los procedimientos de entomología a ser realizados en las “localidades de estudio” después de las intervenciones, con el objeto de evaluar la efectividad e impacto de las acciones de control desde el punto de vista entomológico. Se diferencia entre indicadores de impacto y de efectividad. La evaluación del impacto se refiere al efecto de la intervención en el comportamiento del vector, en la población de mosquitos o en el contacto hombre – vector. Con la efectividad se refiere a la mortalidad de mosquitos medida con pruebas biológicas en campo, en las condiciones en que la intervención fue realizada...En las Tablas 1 y 2 se presentan los indicadores para cada tipo de intervención y los procedimientos de campo relacionados. El contexto en donde se realiza esta evaluación es el de un equipo local de control de vectores que incluye estas actividades entre la programación regular de operaciones de campo. Las intervenciones deben haber sido ejecutadas siguiendo las recomendaciones nacionales y las consideraciones técnicas (Anexos 3, 4 ,5 y 6). No se trata de evaluar intervenciones mal ejecutadas o acciones que no sean recomendadas para el control de malaria. 

Tabla 1: Indicadores de impacto entomológico de las intervenciones de control vectorial

	Impacto entomológico

	Intervención
	Indicadores
	Procedimientos

	Rociado residual
	- Densidad en reposo intradomiciliar

- Tasa de picadura intra y peridomiciliar
    y % de paridad
	- Captura de mosquitos en reposo 
   intradomiciliar y capturas sobre humano
   protegido

- Disección de hembras capturadas

	- Mosquiteros 
   impregnados
	- Densidad en reposo 
  intradomiciliar

- Tasa de picadura 
   intradomiciliar y peridomiciliar

- % de paridad de la misma
	- Captura de mosquitos en reposo 
  intradomiciliar en los mosquiteros y 
  capturas sobre humano    protegido

- Disección de hembras capturadas

	- Mosquiteros 
   impregnados

- Áreas de baja 
  densidad: 
  casas dispersas
	*1

	

	Control de criaderos
	Densidad de criaderos por estadio y densidad de adultos
	- Capturas sobre humano protegido

- Pesca de formas inmaduras con 
  cucharón 

	Aplicación espacial de insecticidas
	*2Tasa de picadura intradomiciliar y 
   peridomiciliar
	Capturas sobre humano protegido
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Tabla 2: Indicadores de efectividad de intervenciones de control

	Efectividad y residualidad

	Intervención
	Indicadores
	Procedimientos

	Rociado residual
	Residualidad
	Pruebas biológicas de pared

	Mosquiteros impregnados
	Residualidad
	Pruebas biológicas en mosquiteros

	Aplicaciones espaciales
	Mortalidad de adultos
	Jaulas control

	Control de criaderos
	Cambios en la densidad de criaderos
	Determinación de densidad de criaderos


2. Procedimientos entomológicos

2.1
Estandarización de procedimientos para actividades en red

Un objetivo fundamental de la Estrategia para racionalizar la toma de decisiones en el control de vectores en los países de la región amazónica es proveer, a los diferentes niveles de gestión de los programas, información confiable y estandarizada sobre parámetros entomológicos básicos. Para que dicha información sea comparable y adecuadamente interpretada por varios usuarios más allá del nivel local debe ser estandarizada y sistematizada. Por tanto esta guía presenta una metodología unificada para la medición de las variables entomológicas básicas y su registro en las “localidades de estudio entomológico”.

Para cada procedimiento se han definido condiciones metodológicas unificadas para que la información pueda ser considerada conclusiva y el nivel local pueda tomar decisiones y analizar variaciones temporales. La estandarización básica de la información permitirá que sea útil en diferentes niveles y que sea de interés su difusión a nivel de la Red entre los diferentes países. La Tabla 2 presenta los parámetros mencionados.

Tabla 2: Parámetros metodológicos para 
estandarización de procedimientos entomológicos

	Procedimiento
	Unidad de medida

mínimo
	No. de colectores
	Periodicidad
	No. de mosquitos
	Otros criterios

	Capturas en reposo
	 3 casas por localidad

15 minutos - pico de picadura-especie 
	2 personas
	3 días continuos al mes por 6 meses (mínimo)
	No aplica
	Casa: 

En la misma vivienda que la captura por cebo humano

	Capturas sobre humano protegido
	3 casas por localidad

Línea de base: 12 horas

Monitoreo: 4 horas 
	2 por casa (1intra y 1 peri)
	3 días continuos al mes por 6 meses (mínimo)
	No aplica
	En la misma vivienda que la captura en reposo

	Disección de mosquitos para determinación de paridad
	Material de capturas en reposo y sobre humano protegido
	No aplica
	Según las actividades de capturas en reposo y con humano protegido (mensualmente por 6 meses)
	< 100 ejemplares capturados= disección 100%

>100 ejemplares capturados=disección 100 
	Los ejemplares examinados deben ser representativos de los diferentes horarios de captura de los 3 días

	Pruebas biológicas en pared
	2 puntos por tipo de pared (alto y bajo)

4 casas
	No aplica
	Mensual hasta que la mortalidad sea menor del 80% 
	10-15 mosquitos por cono
	* mínimo 2 controles por 10 conos

	Pruebas biológicas en mosquiteros
	4 mosquiteros por localidad en casas diferentes. 

mínimo 2 conos por mosquitero
	No aplica
	Mensual hasta que la mortalidad sea menor del 80%
	5 por cono
	

	Pruebas biológicas en jaulas
	3 casas por localidad

1 jaula por casa peridomicilio (+ 1 jaula intradomicilio por casa si se hacen aplicaciones intradomicilio )
	No aplica
	Simultaneo a la intervención
	 15 por jaula
	Números mínimos

	Densidad de larvas
	1 punto de captura por metro del borde del criadero, 5 cucharonadas por punto.
	No aplica
	Semanal
	No aplica
	En criaderos mayores de 5 metros – 10.000 metros (lineales) una cucharonada cada 5 metros

Criaderos >10.000 metros estaciones de captura


2.2
Técnicas básicas de campo y laboratorio

2.2.1
Capturas en reposo intradomiciliares 

Muchas de las especies de anofelinos que son vectores de malaria reposan al interior de las viviendas. La colecta manual suministra información acerca de los lugares usuales de reposo, la densidad de reposo y los cambios estacionales en la densidad
. 

Dependiendo de los horarios de picada los mosquitos serán colectados en la noche simultáneamente con las capturas sobre humano protegido (CSHP), o temprano en la mañana en las mismas viviendas de las CSHP. En la localidad deben ser estudiadas al menos 3 viviendas para obtener una muestra representativa. La casa debe ser examinada en su totalidad o si es muy grande, deberá gastarse 15 minutos buscando cuarto por cuarto. Prestar especial atención a los cuartos donde las personas durmieron la noche anterior. Con la ayuda de una linterna buscar los mosquitos en las paredes o en el techo, debajo y detrás de los muebles, dentro de jarras o recipientes grandes y debajo de las camas. Realizar una búsqueda sistemática en la casa comenzando por la puerta principal y buscando hacia la izquierda moviéndose en el sentido de las manecillas del reloj dentro de la casa.

Se usará un recipiente diferente para cada casa. Los recipientes deben se claramente marcados con al menos la siguiente información: localidad, fecha y hora de la colecta, tiempo gastado en minutos, número de la casa o nombre del cabeza de familia, tipo de estructura (casa, tienda, etc.), si ha sido rociada y cuando, tipo de superficie y presencia de pintura, número de personas y/o animales en el cuarto durante la noche anterior y el nombre del funcionario. Opcionalmente puede incluirse en el recipiente solamente información sobre la localidad, fecha, número de la casa y nombre del funcionario y usar un formato (que acompañará al recipiente) para llenar la información completa. 
2.2.2
Capturas directas de mosquitos sobre humano protegido intra y peridomiciliar

Las capturas directas de los mosquitos que posan en las personas para picar suministrarán información sobre la densidad de mosquitos adultos y el riesgo de transmisión

Se seleccionará tres casas en el sector donde haya más concentración en el número de casos en la localidad. Un colector se sentará en el interior y otro en el exterior. Los colectores se turnarán de lugar cada hora. En la elaboración de línea de base las colectas serán realizadas durante la noche completa. En las “observaciones regulares” (visitas post-intervención) las coletas serán de 4 horas, de acuerdo con los periodos de mayor picadura detectados durante la línea de base. Se usará un recipiente para cada hora de colecta. 

Para reducir el riesgo de infección de las personas que realizan las colectas, se ha adoptado el concepto de capturas sobre humano protegido (CSHP) que contempla las siguientes medidas: 

· proteger los pies y piernas con medias negras, 

· tener disponibilidad oportuna de diagnóstico y tratamiento eficaz para malaria 

· consentimiento informado antes de realizar el procedimiento. 

· no permitir a los mosquitos picar, capturándolos tan pronto se posen sobre la persona

2.2.3
Disección de ovarios y determinación de porcentaje de paridad

Se hace disecando los ovarios y examinándolos para ver si las hembras son paridas (aquellas que han tenido al menos una ovipostura) o si son nulíparas (mosquitos que aún no han puesto huevos). 

Procedimientos para disección de ovarios: 

· Mate la hembra y remueva las alas.

· Coloque el mosquito en una lámina seca y añada una gota de agua destilada.

· Mientras sostiene una aguja en el tórax, hale el extreme del abdomen y sepárelo del resto del cuerpo con otra aguja sostenida en la mano derecha. Los ovarios saldrán afuera del abdomen.

· Corte a través del oviducto común y separe los ovarios del resto del espécimen.

· Transfiera los ovarios a una gota de agua destilada en otra lámina y déjela secar.

· Examinar al microscopio los ovarios secos usando objetivo de 10x, y si es necesario confirmar usando el objetivo de 40x.

· Las hembras en las cuales los ovarios tienen las traqueolas en espiral son nulíparas (Figura …)

· Ovarios en las cuales las traqueolas se han extendido, son paridas.

· En algunas hembras no todos los huevos que se desarrollan son colocados, si algunos huevos (normalmente menos que cinco) son retenidos en los ovarios, la hembra será parida.

Figura 1 Apariencia de los ovarios de hembras nulíparas y paridas
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2.2.4
Pruebas biológicas de pared

La eficacia residual de un insecticida en una superficie rociada es determinada por un bioensayo. Consiste en verificar la mortalidad de los mosquitos expuestos a la superficie rociada. Los bioensayos se realizarán cada mes después del rociado hasta que se detecte una mortalidad menor al 80%. Esta técnica es también usada para determinar la eficacia residual de un insecticida en mosquiteros impregnados (ítem 2.2.5), siendo posible usarla para decidir cuando re-tratar los mosquiteros y también para evaluar la calidad del tratamiento (impregnación).

La prueba se realizará en 4 viviendas. El equipo necesario para le bioensayo consiste en: kit de bioensayo (incluyendo conos plásticos, cinta adhesiva, tubo de succión torcido, tubos de succión normal), cartulina, clavos pequeños, martillo, copos de algodón, vasos desechables con tapa de tela, bandas de caucho, marcadores, jaula de mosquitos, caja de madera con orificios grandes, tallas. 
Figura 2: Cono plástico y tubo de succión para bioensayos
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· Revista los bordes del cono plástico con la cinta adhesiva.

· Usando clavos o cinta, fije el cono a la superficie rociada (fije dos
 diferentes conos a dos alturas - 0.5, y 1.5 metros del suelo. Clave la cartulina libre de insecticida a la pared y fije los conos plásticos al papel (a ser usados como control).

· Transfiera 10 mosquitos al interior de cada cono y ponga una pieza de algodón en la boca del cono (use tubos de aspiración diferentes para transferir los mosquitos a los conos control).

· Después de un periodo de exposición de 30 minutos, retire con cuidado los mosquitos de los conos y transfiéralos a vasos desechables independientes y cubiertos con tul debidamente marcados y colocándolos en caja húmeda.

· Cuente el número de mosquitos muertos (o noqueados) al final del periodo de exposición (30 min.), pero no remueva los mosquitos que parecen muertos, ya que algunos de ellos puede recuperase. 

· Coloque un algodón húmedo con azúcar en la tapa del vaso, colóquelos dentro de una caja y cúbralos con una toalla húmeda.

· Después de 24 horas cuente el número de mosquitos muertos y calcule el porcentaje de mortalidad tanto en las cajas de exposición como en el control.

2.2.5
Pruebas biológicas en mosquiteros

Los bioensayos también se utilizan para la evaluación de la eficacia residual de insecticida en mosquiteros. Cinco mosquitos no alimentados con sangre serán expuestos por 3 minutos a los mosquiteros impregnados usando los conos estandarizados de la OMS. Después de la exposición los mosquitos son mantenidos por 24 horas con acceso a solución azucarada. El efecto de derribamiento (Knockdown) es medido después de 60 minutos post-exposición y la mortalidad después de 24 horas. La pruebas se realizará con al menos 20
 mosquitos en cada mosquitero, siendo evaluados en total 4 mosquiteros y mínimo 2 conos por mosquitero. Como controles serán usados mosquitos expuestos a mosquiteros no tratados con insecticidas, Durante las pruebas se registrará la temperatura y humedad relativa.
2.2.6
Pruebas biológicas con jaulas 

Los bioensayos con mosquitos enjaulados se usan en los trabajos de aplicaciones espaciales contra un gran rango de especies de mosquito pero no es una medida del impacto global del rociado en la población del mosquito vector. Sin embargo, estas jaulas dan una indicación de la dispersión y penetración de las gotas. También son útiles para comparar la mortalidad de las cepas locales con cepas de referencia susceptibles... El diseño de jaula consistirá en xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx. (Figura 3).
Figura 3: Bioensayo de jaula

(colocar jaula)

Los mosquitos para el bioensayo serán colectados en campo. Poco antes de la prueba 10 a 15 hembras colectas con sangre o mantenidas con agua azucarada, deben transferirse a cada jaula del bioensayo. Las jaulas deben transportarse al campo en cajas protegidas del calor extremo y serán colocadas en tres casas (por lo menos) dentro del área del tratamiento. En cada casa será colocada una jaula en el peridomicilio. En caso de aplicaciones intradomiciliarias también se colocará una jaula en el intradomicilio... Una jaula control debe colocarse en área no influenciada por la aplicación del insecticida. 

Treinta minutos después de la exposición, las jaulas deben retirarse y ser llevadas al laboratorio en sus cajas de transporte. Los mosquitos deben transferidos tan rápidamente como sea posible a vasos de recuperación con malla protectora. En cada una de estas jaulas debe haber un trozo de algodón empapado con solución azucarada en agua, y mantenerlas a temperatura ambiente (Figura 4). La mortalidad en todas las jaulas debe determinarse 24 horas después de la aplicación del rociado.
Figura 4: La jaula de mantenimiento
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	Después de la exposición en la jaula de bioensayo, se transfieren los mosquitos a una jaula de mantenimiento simple a temperatura ambiente.

La mortalidad es determinada después de 24 horas.




2.2.7
Determinación de la densidad larvaria 

La estimación de la densidad larvaria en los criaderos es relativa y es solo valida si el mismo procedimiento y equipo de colecta es usado cada vez en el mismo tipo de criadero. Variaciones temporales en la densidad pueden ser muy marcadas y esto debe ser tenido en cuenta. El método de colecta descrito puede no dar una idea real, especialmente en casos de criaderos muy grandes, pero si es cuidadosamente realizado bajo condiciones estandarizadas en criaderos seleccionados, pueda dar una idea aproximada de los cambios relativos en el número de larvas. 

La colecta de larvas debe ser realizada en lugares distantes hasta máximo dos km de las viviendas. Se escoge un punto de exploración cercano a la orilla (punto inicial), donde se realizarán cinco cucharonadas, luego se continuará al siguiente punto del mismo criadero (donde se realizarán otras 5 cucharonadas) y de esta manera se continúa la exploración por la orilla del criadero, cuando sea posible. Se recomienda un total de 12 puntos explorados por criadero (60 cucharonadas) como mínimo, sin embargo, el total puntos para evaluar el criadero dependerá del tamaño del mismo. Si el criadero tiene menos de cinco metros se trabajará con un punto por metro, para criaderos mas extensos se trabajará en un punto cada 5 o 10 metros . El mismo número de cucharonadas (5) deberá ser mantenido para cada sitio de captura en las observaciones subsiguientes. Para el cálculo de la densidad larvaria se debe calcular la suma del 1 y 2 estadio y la del 3 y 4 estadio de cada especie colectada por el número de cucharonadas 

3. Operacionalización de las actividades entomológicas

Las actividades de campo para la evaluación entomológica en las localidades de estudio debe ser programada en virtud de los objetivos previamente definidos: 

i) Caracterización entomológica y selección de intervenciones.

ii) Evaluación de impacto y efectividad. 

Se identifican los siguientes tipos de actividades de campo para operacionalizar el trabajo:

3.1
Visitas iniciales de reconocimiento y caracterización

En estas visitas se realizará el reconocimiento geográfico de la localidad, el mapeo y caracterización de criaderos, capturas iniciales de larvas y adultos para identificación del vector, mapeo de los casos en la localidad, identificación de áreas de mayor riesgo que orienten las futuras actividades

3.2
Visitas para elaboración de línea de base

Determinación de densidad de adultos, tasa de picadura y paridad basal con base en los parámetros definidos en la Tabla 2 para las actividades de capturas en reposo y capturas sobre humano protegido. Ocasionalmente estas actividades podrán realizarse en la misma visita inicial, dependiendo de las condiciones locales.

3.3
Observaciones regulares 

Estas actividades se iniciarán después de las intervenciones y tendrán una periodicidad mensual con una duración de 3 días. Se considera esta la periodicidad requerida para la determinación de variaciones temporales en la densidad de adultos en reposo y la tasa de picadura (evaluación de impacto). En caso de localidades con intervenciones de rociado residual y/ o mosquiteros impregnados, a intervalos de 4 semanas se realizarán las pruebas biológicas para la evaluación de la residualidad (eficacia). El periodo mínimo de un ciclo de observaciones regulares es de 6 meses (total 6 visitas). 

3.4
Actividades específicas

· La evaluación de variaciones en la densidad larvaria después de intervenciones de control de criaderos requerirá visitas semanales. 

· La evaluación de la efectividad de las aplicaciones espaciales mediante pruebas biológicas en jaulas se realizarán en el momento de la intervención.

La vigilancia de la resistencia de los anofelinos a los insecticidas se realizará en localidades seleccionadas a nivel nacional (localidades centinelas), donde anualmente se realizarán pruebas de susceptibilidad por el método de la botella. Las actividades del sistema de vigilancia están descritas en la “Guía para la Racionalización de la toma decisiones en control vectorial” (ítem 3.6) y los procedimientos de campo y laboratorio se describen en el Anexo 12. 

4. Uso de la información

4.1 Estandarización de parámetros para la construcción de indicadores

Los procedimientos arriba descritos (ítem 3) permitirán la obtención de información para la construcción de los indicadores usados en la caracterización de la localidad y en la evaluación de las intervenciones. En las Tablas 3 y 4 se presentan consideraciones para la construcción de los indicadores de forma estandarizada en la red, identificándolos en dos grupos:

· Indicadores para caracterización y evaluación del impacto

· Indicadores de evaluación de efectividad de las intervenciones

Tabla 3: Indicadores entomológicos para línea de base y evaluación de impacto

	Indicador
	Variable
	Cálculo
	Interpretación
	Desagregación

	Densidad de adultos en reposo
	· Número de mosquitos colectados por vivienda y especie

· Número de viviendas inspeccionadas para colecta de adultos
	Número de mosquitos colectados por vivienda y especie del Número total de viviendas inspeccionadas para colecta de adultos
	Número de mosquitos en el total de viviendas del Número total de viviendas
	Por especie

	Tasa de picadura
	· Número de mosquitos capturados picando al humano por especie

· Número de hombres expuestos a la picadura controlada

· Número de horas de exposición hombre por captura
	Número de mosquitos capturados picando al humano por especie del Número total de hombres expuestos a la picadura controlada o del Número de horas de exposición por hombre por captura
	Número de mosquitos por Hombre/Hora
	Por especie

· Intra y peri domicilio

· Intervalos de tiempo 
(6 pm – 9 pm, 
9 pm – 3 am y
3 am – 6 am)

	Porcentaje de paridad
	· Número de hembras disecadas para observación de ovarios

· Número de hembras colectadas por especie 

· Número de hembras paridas
	No. de hembras paridas del Número total de hembras disecadas para observación de ovarios x 100
	% de hembras paridas
	Por especie 


Tabla 4: Indicadores entomológicos de la efectividad de las intervenciones

	Indicador
	Variable
	Cálculo
	Interpretación
	Desagregación

	Mortalidad en bioensayos de pared
	· Número de mosquitos expuestos por cono

· Número de mosquitos expuestos muertos por cono

· Número de mosquitos control por cono

· Número de mosquitos control muertos por cono
	· Número de mosquitos expuestos muertos por cono / Número de mosquitos expuestos por cono por 100

· Número de mosquitos control muertos por cono / Número de mosquitos control por cono por 100
	· Media aritmética de % mortalidad por cono de mosquitos expuestos 

· Media aritmética de % mortalidad por cono de mosquitos control 
	Por tipo de superficie 
(10 conos)

	Mortalidad en bioensayos de toldillo
	· Número de mosquitos expuestos por cono

· Número de mosquitos control por cono

· Número de mosquitos expuestos muertos por cono

· Número de mosquitos control muertos por cono
	· Número de mosquitos expuestos muertos por cono del Número total de mosquitos expuestos por cono por 100

· Número de mosquitos control muertos por cono del Número total de mosquitos control por cono por 100
	· Media aritmética de % mortalidad por cono de mosquitos expuestos 

· Media aritmética de % mortalidad por cono de mosquitos control 
	Por mosquitero, por material

	Mortalidad en bioensayos de jaulas
	· Número de mosquitos expuestos por jaula

· Número de mosquitos control por jaula

· Número de mosquitos expuestos muertos por jaula

· Número de mosquitos control muertos por jaula
	· Número de mosquitos expuestos muertos por jaula del Número  total de mosquitos expuestos por jaula por 100

· Número de mosquitos control muertos por jaula del Número total de mosquitos control por jaula por 100
	· Media aritmética de % mortalidad por jaula de mosquitos expuestos 

· Media aritmética de % mortalidad por jaula de mosquitos control 
	Por casa

	Densidad de larvas
	· Número total de larvas colectadas por estadío 

· Número de cucharonadas
	· Número total de larvas colectadas por criadero del Número total de cucharonadas 
	Densidad de larvas\cucharonadas
	Por especie

Por criadero


*2 El calador debe ser la centésima parte de un metro cuadrado.

4.2
Recolección y procesamiento de los datos

El registro de los datos en el campo y en laboratorio debe hacerse en formatos estandarizados a nivel de país garantizando la información mínima requerida. Lo datos básicos son determinantes para sistematizar el manejo de información entomológica en red. La información recolectada de forma estandarizada en estos formatos será automatizada en una base de datos regional. A continuación se definen las variables mínimas a ser incluidas en los formatos de registro:

4.2.1
Registros de trabajo de campo y laboratorio

· Capturas de adultos en reposo: No de la casa, nombre de cabeza de familia, No de habitantes, materiales y características de la construcción, número de áreas, fecha de la captura, duración del procedimiento, nombre del funcionario. 

En laboratorio: No de mosquitos capturados por especie

· Capturas sobre humano protegido: No de la casa, nombre de jefe de familia, Fecha, No de capturadores, No de personas expuestas por capturador. 

En laboratorio: No de ejemplares capturados por capturador por hora, intra versus peridomicilio, identificados según especie.

· Infección en mosquitos: No de mosquitos examinados y No de mosquitos positivos por especie

· Paridad, Laboratorio: Fecha de la captura, localidad, No de casas de captura, No de hembras examinadas, paridas y nulíparas por especie y por intra versus peridomicilio y por horario de captura.

· Pruebas biológicas en pared: Para cada cono: No de la casa, nombre de cabeza de familia, Fecha, Fecha del rociado, insecticida, material de la pared, altura, No de mosquitos, tiempo de exposición, No de mosquitos muertos o noqueados al final de la exposición (30 min.) Laboratorio: No de mosquitos muertos a las 24 horas.

· Pruebas biológicas en mosquitero: Para cada cono: material del mosquitero, fecha de impregnación o fabricación (en mosquiteros de larga duración), insecticida, numero de lavadas, fecha de evaluación, No de mosquitos, tiempo de exposición, No de mosquitos muertos o noqueados al final de la exposición (30 min.) Laboratorio: No de mosquitos muertos a las 24 horas.

· Pruebas biológicas en jaula: Para cada jaula: No de la casa, nombre de jefe de familia, lugar en la casa, insecticida, No de mosquitos empleados, Fecha, horario, tiempo de exposición (30 min.), No de mosquitos expuestos. Laboratorio: No de mosquitos muertos después de 24 horas.

· Densidad larvaria: características del criadero, extensión aproximada en metros lineales (perímetro), Fecha, No de puntos de captura, No de cucharonadas por punto de captura, tiempo de duración de la colecta. Laboratorio: número de larvas por especie y estadio.

4.3
Análisis para la toma de decisiones

4.3.1 Análisis para la caracterización entomológica y selección de intervenciones

La información registrada en las actividades pre-intervención tiene un doble propósito: 

i) completar la caracterización de la localidad para seleccionar la(s) intervención(es) mas indicada (s) y 

ii) servir como línea de base para la evaluación del impacto de las intervenciones.

La caracterización entomológica contempla los siguientes aspectos:

· Identificación de la especie de mosquito y tasa de infección 
 (en situaciones donde no se tenga conocimiento sobre el vector principal)

· Grado de endofilia

· Grado de enfofagia y horario de picadura

· Densidad

· Positividad de criaderos 

En la Tabla 5 se dan orientaciones sobre el uso de esta información entomológica en la selección de intervenciones.

Tabla 5: Criterios para la toma de decisiones y evaluación de intervenciones

	Intervención
	Criterios no entomológicos
	Criterios entomológicos

	
	
	Indicadores para decidir que intervención hacer
	Indicadores para evaluar la efectividad y eficacia de la intervención

	Rociado residual intradomiciliar
	Características de las viviendas hábitos y costumbres
	Grado de endofilia
	· Densidad

· Paridad

· Residualidad

	Mosquiteros - toldillos impregnados
	Patrones de uso de mosquiteros, hábitos
	Horario de picadura

Grado de endofagia
	· Densidad

· Paridad

· Residualidad

	Aplicaciones espaciales
	Epidemias en población concentrada
	Horario de picadura

Densidad
	· Mortalidad en jaulas control

	Control de criaderos
	Tamaño, localización (urbano, rural), temporalidad, salinidad, ph, temperatura
	Positividad para especies vectoras y densidad larvaria (especies en que la transmisión depende de la densidad)

Densidad de adultos
	· Positividad

· Densidad de larvas y adultos


4.3.2 Análisis en la evaluación de impacto entomológico de intervenciones

La evaluación de impacto de las intervenciones (rociado residual, mosquiteros impregnados y control de criaderos) se realizará mediante indicadores epidemiológicos (Anexo 7) y entomológicos que incluyen variaciones temporales en la densidad, la tasa de picadura y la tasa de paridad (Tablas 1 y 5). Las aplicaciones espaciales deben limitarse a situaciones de epidemias donde normalmente es difícil y puede se poco conclusiva la evaluación entomológica, por lo que se sugiere priorizar la evaluación epidemiológica. 

La reducción de la densidad de vectores en el intradomicilio se mide con capturas en reposo y se usa en la evaluación del rociado residual y mosquiteros impregnados
. Una reducción en el número de mosquitos reposando en las paredes internas puede ser debida a la mortalidad por el contacto directo con el insecticida o por efecto de éxito-repelencia. 

La reducción en la tasa de picadura es indicador del efecto de las cuatro intervenciones básicas. Con el rociado residual y el uso de mosquiteros6 se puede generar un cambio en la relación intra/ peridomicilio debido al efecto de la excito-repelencia.

Reducciones en el porcentaje de hembras paridas pueden detectarse como efecto de intervenciones de rociado residual y mosquiteros impregnados6, confirmando el efecto en la reducción en la longevidad.

En la interpretación de las evaluaciones entomológicas deben considerarse factores ambientales (como lluvia, estacionalidad, viento) que pueden afectar los resultados. 

4.3.3 Análisis de eficacia de las intervenciones

La residualidad de insecticidas en el rociado residual se relaciona con la calidad de las intervenciones y con las características de los insecticidas y superficies. Los valores medios de residualidad obtenidos en las mediciones mensuales (6 mediciones) deberán se desagregados según tipo de superficie tratada (véase Tabla 4). 

La residualidad en mosquiteros deberá analizarse según el tipo de tela, el insecticida, la técnica empleada y el número de lavados. 

En el análisis de la mortalidad en jaulas debe considerarse la sobrevaloración del efecto que puede ocurrir debido a la imposibilidad de los mosquitos de desplazarse ante la presencia del insecticida, pudiendo ocurrir una exposición mayor que en condiciones normales. Por otra parte una subestimación del efecto puede hacerse ante la presencia de altas tasas de recuperación de los mosquitos, situación que difícilmente ocurriría en condiciones reales cuando los mosquitos caídos en el piso están expuestos a depredadores y otros riesgos.

4.4
Datos para difusión a otros niveles (nivel nacional y RAVREDA)

La información anterior es la información mínima requerida para un adecuado análisis y manejo de información para la toma de decisiones y la vigilancia a nivel local. Las variables registradas también servirán para la elaboración de una base de datos de información entomológica a ser difundida a otros niveles. En la Tabla 3 de la “Guía para racionalizar la toma de decisiones en control vectorial” se presenta la información entomológica que debe ser disponibilizada para su uso en los distintos niveles. El equipo responsable por la ejecución de las actividades a nivel local deberá disponibilizar los datos necesarios en formatos adecuados para el manejo de esta información por los otros actores de la Red. A continuación se presentan las variables que deberá contener la base de datos. Se trata fundamentalmente de datos que generarán información sobre distribución de especies, efectividad y eficacia de intervenciones:

· Distribución de especies: localidad con coordenadas geográficas, municipio, estado /provincia, especie, método de captura, fecha.

· Infección de mosquitos: localidad con coordenadas geográficas, municipio, estado /provincia, No de mosquitos examinados y No de mosquitos positivos por especie, fecha.

· Variaciones en la densidad de adultos en reposo pre y post intervención: localidad con coordenadas geográficas, municipio, estado /provincia, especie, tipo de intervención, insecticida, tiempo después de la intervención, No de mosquitos / vivienda por especie pre y post intervención.

· Variaciones en la tasa de picadura pre-post intervención: localidad con coordenadas geográficas, municipio, estado /provincia, especie, tipo de intervención, insecticida, fecha, tiempo después de la intervención, No de mosquitos capturados/hora/hombre intra y peri, por especie pre y post intervención.

· Variaciones en la tasa de paridad pre y post intervención: localidad con coordenadas geográficas, municipio, estado /provincia, especie, tipo de intervención, insecticida, fecha, tiempo después de la intervención, % de hembras paridas por especie pre y post-intervención.

· Residualidad de insecticidas en pared: localidad con coordenadas geográficas, municipio, estado /provincia, tiempo desde la intervención, insecticida, especie evaluada, media aritmética de % mortalidad de todos los conos desagregado por tipo de superficie.

· Residualidad de insecticidas en mosquiteros: localidad con coordenadas geográficas, municipio, estado /provincia, tiempo de impregnación, insecticida, especie evaluada, media aritmética de % mortalidad de todos los conos desagregado por material de mosquitero.

· Mortalidad en jaulas: localidad con coordenadas geográficas, municipio, estado /provincia, fecha, tiempo de la aplicación espacial, insecticida, Media aritmética de la mortalidad de todas las jaulas, desagregado por localización (intra, peri).

· Variaciones en la densidad larvaria: localidad con coordenadas geográficas, municipio, estado/provincia, tipo de criadero, extensión aproximada en metros lineales, fecha, tipo de intervención, tiempo desde la intervención, producto usado, densidad larvaria por cucharonadas pre y post intervención.

5. Información complementaria sobre técnicas entomológicas

5.1
Mantenimiento de los mosquitos vivos en el campo

Si los mosquitos deben ser mantenidos por algún tiempo en el campo y durante el transporte, tomar precauciones para mantenerlos en buenas condiciones:

· Humedezca copos de algodón en solución azucarada al 5-8% exprima cualquier exceso de la solución azucarada y coloque el copo de algodón sobre las tapas de los vasos.
· Coloque los vasos conteniendo los mosquitos en una caja.

· Cubra los vasos con una toalla húmeda y mantenga la toalla húmeda hasta los mosquitos llegar al laboratorio.

· Asegure que mantiene los mosquitos en lugar libre de contaminación por insecticidas y lejos de hormigas.

· Antes de transportar, coloque papel periódico u otro material entre los vasos para minimizar el movimiento

5.2
Equipo para capturas de mosquito en reposo y con cebo humano

El equipo necesario consiste en tubos aspiradores, linterna, vasos plásticos con cubierta de malla, algodón, bandas de caucho, jaulas de mosquitos, caja como contenedor, cloroformo y toallas.

Figura 5: Tubo de succión y aspirador y tasa de papel para la colección manual de mosquitos adultos


Como usar el tubo aspirador:

· Con la boquilla en su boca, sostenga el tubo abierto a una distancia de 1 – 2 cm. del mosquito.

· Mueva el extremo del tubo cerca del mosquito y al mismo tiempo aspire fuerte y rápidamente de forma que el mosquito quede dentro del tubo.

· Coloque su dedo en el extremo del tubo para prevenir que el mosquito escape.

· Con su dedo todavía en esta posición aproxime el tubo al orificio en la malla que cubre el vaso. Remueva su dedo y rápidamente introduzca el tubo en el orificio.

· Sople a través del la boquilla de forma que el mosquito sea transferido al vaso, al mismo tiempo golpee levemente el tubo con su dedo para mover a los mosquitos que estén reposando. 

· No colecte más de cinco mosquitos en un tubo aspirador antes de transferirlos al vaso.

5.3
Disección y examen de glándulas salivares para la presencia de esporozoitos

Las glándulas salivares son examinadas para la detección de esporozoitos para determinar cual especie de mosquito porta parásitos de malaria y el porcentaje de cada especie que está infectado. La determinación de la tasa esporozoítoca es necesaria para confirmar el papel de una especie particular de mosquito como vector y evaluar el impacto de las intervenciones de control. La técnica de disección indica si el mosquito está o no infectado con Plasmodium, pero no distingue la especie del parasito.

El equipo necesario para la disección de las glándulas salivares consta de microscopio de disección, microscopio compuesto, agujas de disección, fórceps finos, laminas, gotero, solución salina 0.65%.

5.3.1 Procedimiento para da disección de las glándulas

· Mate el mosquito, identifique la especie y remueva las patas y alas.

· No necesita disecar las glándulas salivares de mosquitos hembras nulíparas porque no están infectadas.

· Coloque el mosquito en una lámina, con la cabeza hacia la derecha. 

· Coloque una pequeña gota de solución salina cerca del frente del tórax.

· Sostenga firmemente el tórax con una aguja gruesa de disección en su mano izquierda.

· Coloque la aguja de su mano derecha en el cuello del mosquito sin cortarlo.

· Separe la cabeza del tórax, las glándulas saldrán del tórax pegadas a la cabeza.

· Si las glándulas no salen con la cabeza, pueden ser retiradas comprimiendo el tórax.

· Separe las glándulas con la otra aguja y colóquelas en una gota de solución salina.

· Cubra la glándula salival con un cubreobjetos Standard de 18 x 18 mm.

Si las glándulas no han sido oprimidas por la lámina cubreobjetos, presione la lámina con la aguja de disección de forma que las glándulas se rompan y los esporozoitos sean liberados. Las glándulas deben ser examinadas bajo objetivo de alto poder 40x de modo que los esporozoitos puedan verse en movimiento. Reduzca la iluminación sea bajando el condensador o cerrando parcialmente el iris del diafragma para obtener un mejor contraste para una fácil detección de los esporozoitos.

5.3.2 Tiñendo los esporozoitos

· Coloque una gota de adhesivo en el extremo superior del cubreobjetos y retírelo cuidadosamente, usando la punta de la aguja de disección y déle la vuelta con el lado húmedo hacia arriba, fije temporalmente a un extremo de la lámina. De esta forma los esporozoitos que se pegaron al cubreobjetos pueden ser salvados y teñidos.

· Dibuje un circulo alrededor de la glándula salival y los esporozoitos con un lápiz gris en el lado contrario de la lámina (esto hace más fácil localizar después el espécimen).

· Deje la preparación secar y protéjala de hormigas o moscas.

· Fíjela mediante inmersión de toda la lámina por unos pocos segundos en metanol.

· Tiña por 30 minutos con Giemsa al 5% en solución buffer. La lámina puede estar con la cara izquierda hacia arriba y la coloración ser aplicada con un gotero para empapar el espécimen y el cubreobjetos.

· Lave bien con buffer y examine bajo el alto poder del microscopio compuesto.

5.4
Protocolo de la ELISA para detección de esporozoitos de P. falciparum y 
P. vivax
La ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) se desarrolló para detectar la proteína circumsporozoito (CS) de Plasmodium falciparum, P. vivax-210 o P. vivax-247 en mosquitos infectados. La sensibilidad y especificidad de la ELISA se basa en los anticuerpos monoclonales (Mabs) usados. La ELISA detecta la proteína CS, la cual puede estar presente en el oocyto en desarrollo, disuelta en la hemolinfa y en los esporozoitos presentes en el hemocele o en las glándulas salivares. Un mosquito positivo para ELISA no establece que la especie sea vector, y los resultados de ELISA pueden no ser sinónimos con los resultados de disecciones de glándulas salivares.

La ELISA puede realizarse con mosquitos frescos, congelados, o secos. Si los especimenes se van a preservar secos, se deben procesar rápidamente y mantener secos (guardar en desecante) para prevenir crecimiento microbiano que puede resultar en valores altos de las ELISA por el background. Antes de colectar los mosquitos se debe pensar en la posibilidad de realizar otras pruebas (ejemplo: moleculares, fuente sanguínea etc.) que puedan requerir otros métodos de preservación o buffer de extracción. Se deben colectar y guardar especimenes de referencia.

La ELISA es de tipo "sandwich" e inicia por la adherencia de los Mab (capture Mab) a los pozos del plato de ELISA (Figura 1A). Después que los Mab se han pegado al plato, el contenido de los pozos se aspira y se adiciona el Buffer de bloqueo para bloquear sitios en los pozos donde el Mab no se adhirió. Los mosquitos que se van a probar se maceran en Buffer de bloqueo con INGEPAL CA-630 y se usa una alícuota. Se adicionan también los controles positivos y negativos en sus pozos respectivos. Si hay la presencia del anfígeno CS (Figura 1B), este forma un complejo anfígeno-anticuerpo con el Mab. Después de dos horas de incubación a temperatura ambiente, el macerado de mosquito se aspira y se lavan los platos. Se agrega después el Mab marcado con Peroxidasa, completando así la formación del "sandwich" (Figura 1C). Después de 1 hora, se aspira el contenido de los pozos, el plato se lava de nuevo y se agrega la solución sustrato de la peroxidasa (Figura 1D). Al reaccionar la enzima Peroxidasa con el sustrato se forma un producto verde oscuro (Figura 1D), la intensidad del color es proporcional a la cantidad de anfígeno CS presente en la muestra. Los resultados se leen visualmente o con un lector de ELISA con filtro de 404-414 nm., 30 o 60 minutos después de agregar el sustrato. Las muestras de mosquitos que resulten positivas, se repiten 

a) para confirmar la positividad y 

b) para estimar la cantidad de proteína CS por mosquito.

El desarrollo de esta prueba fue un esfuerzo colaborativo entre la National Academy of Sciences (NAS), National Institute of Health (NIH), Centers for Disease Control and Prevention (CDC), Naval Medical Research Institute, New York University (NYU), Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR) (todos de los Estados Unidos) y la Organización Mundial de la Salud (OMS).

5.4.1 Soluciones para la ELISA de esporozoitos
1. Phosphate Buffered Saline (PBS), pH ( 7.4

Use un stock de su laboratorio de PBS o PBS Dulbeco (Sigma # D5773); ajuste el pH si es necesario. Adicione 0.01 gr de rojo de fenol o 100 (l de la solución stock de rojo de fenol (1gr/10ml de agua)/L PBS. Guarde a 4( C; dura 2 semanas.

2. Buffer de Bloqueo (BB): BB se puede preparar de dos formas (A y B). Dura 1 semana a 4( C; BB se puede congelar. Use solamente BSA grado ELISA y caseina de Sigma, suero bovino (C7078).


A: BSA/Caseina BB

BSA (1.0%)


5.0 gr

10.0 gr

Caseina (0.5%)


2.5 gr

 5.0 gr

PBS, pH 7.4


500.0 ml
1000.0 ml

Rojo de fenol *


0.10 ml
0.20 ml

(1) Suspender la albumina de suero bovino (BSA) y la caseina en PBS y mezcle for 2 horas o hasta que se disuelva. Alguna caseina puede no disolverse.

(2) Agregue el rojo de fenol.

     B: Caseina hervida

Caseina (0.5%)



2.50 gr

5 gr

0.1 N NaOH



50.0 ml
100.0 ml

PBS, pH 7.4



450 ml

900 ml

Rojo de fenol *



0.10 ml
0.20 ml

(1) Suspender la caseina (Sigma C7078) en 0.1 N NaOH y poner a hervir.

(2) Después que la caseina esta disuelta, lentamente agregue el PBS, permita que se enfríe, ajuste el pH a ( 7.4 con HCl, y agregue el rojo de fenol.

* Una solución stock de rojo de fenol (1 gr/ 10 ml de agua) elimina la necesidad de pesar pequeñas cantidades de este material,

3. Buffer de Bloqueo: INGEPAL CA-630 (BB:IG-630)

    Esta es la solución de macerado de mosquitos.

A 
1ml BB agregue 
 5 (l Ingepal CA-630


5ml BB aguegue
25 (l Ingepal CA-630

Mezcle bien para disolver el IG-630 en el BB. A 4( C dura 1 semana.

(Nota: INGEPAL CA-630 (Sigma I3021) reemplaza NONIDET P-40, el cual ya no esta disponible por Sigma-Aldrich. NONIDET P-40 puede ser usado si lo tiene).

4. Solución lavadora (PBS-Tw): PBS mas 0.05% Tween 20. Adicione 0.5 ml de Tween 20 a 1 Litro de 
     PBS. Mezcle bien. Guarde a 4( C. Dura 2 semanas.

5. Solución sustrato: Mezcle la solución ABTS (Solución A) y el Peroxido de Hidrogeno (Solución B) 
     1:1 aproximadamente una hora antes de usarlo. Adicione 100(l por pozo.

5.4.2 Instrucciones de la ELISA para esporozoitos

1. Coloque 50(l de los monoclonales (Mab) en cada pozo del plato de ELISA así:

P. falciparum 
= 
0.20 (g/50 (l PBS

P. vivax-210 
= 
0.025 (g/50 (l PBS 

P. vivax-247 
= 
0.025 (g/50 (l PBS 

Use un plato diferente para cada especie de Plasmodium.

Cubra el plato e incube por 0.5 hr o durante la noche a temperatura ambiente.

0.5 HR O durante la noche

2. Aspire bien el contenido y llene los pozos con BB (200 (l/pozo)

3. Coloque los mosquitos en un eppendorf de 1.5 ml y macere en 50(l de BB:IG-630 (5(l IG-630/1 ml BB). Juage el macerador 2 veces con 100 (l de BB cada vez, colectando este BB en el tubo, para llegar a 250 (l. Pruebe la muestra o guarde las muestras congeladas. Lave el macerador con PBS-Tw dos veces; seque con una servilleta para prevenir contaminación entre mosquitos.

1 Hora

4. Aspire el contenido del pozo y adicione 50 (l del macerado de mosquito a cada pozo.

Adicione los controle positivos y negativos.

2 Horas

5. Lave los pozos dos veces con PBS-Tw.

6. Mezcle el conjugado de Mab-peroxidasa en BB: 0.05 (g/ 50(l BB

Pruebe la actividad de la enzima mezclando 5 (l con 100 (l de sustrato. Debe haber un rápido cambio de color indicando que la enzima y el sustrato están bien.

1 Hora

7. Lave los pozos 3 veces con PBS-Tw.

8. Adicione 100 (l de la solución sustrato a cada pozo.

9. Lea visualmente o a 405-414 nm, 30 o 60 minutos después de adicionado el sustrato.

5.4.3 Notas para la ELISA de esporozoitos

1. Disuelva el lifilizado Mab y el Mab conjugado con peroxidasa en diluente (1:1 mezcla de aga destilada y glicerina) para dar una solución stock de 0.5 mg/ml (0.5 (g /(l). Este diluente de agua y glicerol permite guardar a -20 (C sin congelar y descongelar los Mabs.

2. No adicione sodium azide a las soluciones, este es un inhibidor de la peroxidasa. A esta ELISA ya no se le adiciona timerosal dado que éste esta basado en mercurio y presenta problemas para su eliminación. Mantenga todas las soluciones en el refrigerador cuando no las esté usando y este pendiente de la vida útil para prevenir problemas de crecimiento bacteriano en las soluciones de trabajo.

3. Para llenar cada uno de los 96 pozos en un plato con 50 (l, se requiere preparar 4.8 ml. Es conveniente hacer 5 ml de cada solución de Mab y 10 ml del sustrato (100 (l/pozo) por plato.

Especie

Mab

(g/50(l/POZO
 (g/5 ml
(l STOCK / 5 ML

Pf

captura

0.200 (g/ 50 (l
20.0 (g

40 (l stock / 5 ml PBS

Pv-210

captura

0.025 (g/ 50 (l
 2.5 (g

5 (l stock / 5 ml PBS

Pv-247

captura

0.025 (g/ 50 (l
 2.5 (g

5 (l stock / 5 ml PBS

Pf

peroxidasa
0.050 (g/ 50 (l
 5.0 (g

10 (l stock / 5 ml BB

Pv-210

peroxidasa
0.050 (g/ 50 (l
 5.0 (g

10 (l stock / 5 ml BB

Pv-210

peroxidasa
0.050 (g/ 50 (l
 5.0 (g

10 (l stock / 5 ml BB

4. Cubra el plato con otro durante la incubación para prevenir evaporación.

5. Coloque un mosquito, solo la cabeza y tórax, o hasta 5 mosquitos en cada tubo eppendorf (1,5ml) y macere en 50 (l BB:IG-630. Lave el macerador dos veces con 100 (l de BB, colectando este líquido en el tubo que contiene el macerado de los mosquitos, para un volumen total de 250 (l, y úselos en la prueba o congélelos para uso posterior. Lave el macerador en agua o en PBS-Tw dos veces y séquelo para prevenir contaminación entre mosquitos.

6. Controles negativos: Macere mosquitos hembra de colonia, que se sabe que no están infectados (de la misma especie que se esta probando, si esto es posible) en 50 (l BB:IG-630, diluya con 150 (l de BB (volumen total 250 (l) y coloque 50 (l de cada negativo en los pozos 1B-1H para el ensayo inicial o en los pozos 1A-1H para el ensayo confirmatorio. Para determinar el punto de corte calcule el promedio de la lectura de absorbancia de los 7 controles negativos y repita cualquier mosquito con valores superiores a 2 veces este promedio.

7. Controles positivos

P.falciparum

Vial I = Adicione 500 (l de BB al liofilizado de control positivo (5(g) (no use glicerol:agua o agua sola) para dar 1(g/100 (l BB (0.1 ng/10 (l BB)

Vial II = Transfiera 10 (l (100 ng) del Vial I a 990 (l BB para obtener 1000 pg/10 (l.

Vial III= Transfiera 10 (l (1000 pg) del Vial II a 490 (l BB para obtener 100 pg/50 (l BB (use 50 (l en el pozo 1A).

Diluya 1:1 con BB (250 (l del Vial III mas 250 (l BB, etc.) para la curva de control positivo (Figura 2) de 100 (Vial III), 50, 25, 12, 6, 3 y 1.5 pg/ 50 (l BB. Corra la curva estándar por triplicado (pozos 2A-4A a 2H-4H) y también 8 controles negativos (pozos 1A-1H) cunado se estén repitiendo las muestras.

Congele la solución stock y los Viales I y II para usarlos después.

     P.vivax-210

Vial A: Adicione 500 (l BB al liofilizado del control positivo (5(g) (no use glicerol:agua o agua sola) para dar 1(g/100 (l BB.

Vial B= Transfiera 10 (l (100 ng) del Vial A a 990 (l BB para obtener 2000 pg/20 (l.

Vial C= Transfiera 20 (l (2000 pg) del Vial B a 480 (l BB para obtener 800 pg/200 (l.

Vial D= Transfiera 200 (l (800 pg) del Vial C a 800 (l BB para obtener 40 pg/50 (l BB (Use 50 (l en el pozo 1A)

Diluya 1:1 con BB (250 (l del Vial D mas 250 (l BB, etc.) para la curva de control positivo (Figura 3) de 40 (Vial C), 20, 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.6 pg/ 50 (l BB. Corra la curva estándar por triplicado (pozos 2A-4A a 2H-4H) y también 8 controles negativos (pozos 1A-1H) cuando se estén repitiendo las muestras.

Congele la solución stock y los Viales A, B y C para usarlos después.

     P.vivax 247

Vial A: Adicione 500 (l BB al liofilizado del control positivo (5(g) (no use glicerol:agua o agua sola) para dar 1(g/100 (l BB.

Vial B= Transfiera 40 (l (40 ng) del Vial A a 960 (l BB.

Vial C= Transfiera 500 (l (20 ng) del Vial B a 500 (l BB para obtener 1ng/50 (l (use 50(l en el pozo 1A) .

Diluya 1:1 con BB (250 (l del Vial C mas 250 (l BB, etc.) para la curva de control positivo (Figura 3) de 1000 (Vial C), 500, 250, 125, 65, 32 y 16 pg/ 50 (l BB. Corra la curva estándar por triplicado (pozos 2A-4A a 2H-4H) y también 8 controles negativos (pozos 1A-1H) cuando se estén repitiendo las muestras.

Congele la solución stock y los Viales A y B para usarlos después.

8. Re-análisis para cuantificación: Diluya los positivos fuertes (lectura de la absorbancia a los 30 minutos > 2.00) 1:1 adicionando 150 (l de BB antes de evaluarlos (El volumen original fue 200 (l menos los 50 (l que se evaluaron la primera vez). Repita si es necesario para asegurarse que los valores de absorbancia para la muestra esta en una proporción lineal a la curva de control positivo (0.5 a 1.5 unidades OD)

9. Ordene los reactivos de los laboratorios sugeridos o asegúrese que son idénticos a los recomendados. Algunos tubos de 1.5 ml pueden tener dimensiones internas diferentes y pueden no trabajar bien con los maceradores, los platos pueden tener diferentes calidades de adherencia, y caseínas diferentes pueden ser menos eficaces en el bloqueo y puede resultar en una disminución de la sensibilidad o mayor cantidad de background.




�





*1En situaciones de uso de mosquiteros con baja cobertura y baja densidad de viviendas se considera que no habrá impacto medible desde el punto de vista entomológico por lo que se sugiere priorizar la evaluación del efecto residual del insecticida (Tabla 2) y el análisis del efecto epidemiológico





*2 Las aplicaciones espaciales deben limitarse a situaciones de epidemias donde normalmente no será viable la evaluación entomológica y cuando realizada, puede ser poco conclusiva. Por lo anterior, en caso de aplicaciones espaciales se sugiere priorizar la evaluación epidemiológica y el monitoreo de la efectividad de la aplicación (Tabla 2).








� En la medida que el proceso se instaure y avance a nivel de país, permitirá orientar mejor las políticas nacionales y la adquisición de insecticidas y otros insumos.


� Un banco de datos de información entomológica sobre distribución y comportamiento de especies será creado para intercambio de información estandarizada intra e inter países. Esta información de la línea de base es complementada con información de residualidad, resistencia e impacto de intervenciones y con información secundaria ya disponible.


� Con algunas especies como .A. albimanus las trampas de luz tipo CDC pueden ser útiles en la medición de la densidad de mosquitos adultos, si bien en la experiencia de algunos entomólogos de la región no han funcionado adecuadamente. 


� Se asume que la picadura normalmente ocurre después de posar. Como los mosquitos serán capturados tan pronto los mosquitos se posan, tasas de aterrizaje serán medidas en lugar de tasas de picadura


� Se determinará en situaciones donde no se tenga definición sobre la especie vectora principal


� Se refiere a situaciones con alta cobertura en el uso de mosquiteros impregnados en localidades con varias viviendas concentradas





�Son dos conos por pared


�Serian 10 si son dos conos por mosquitero y 5 mosquitos por con como fue acordado en la tabla.
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