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RESUMEN

Las mallas impregnadas con insecticida de larga duracién (MILDs) son un método innovador y
prometedor, en particular para el control sostenido de las hembras de Ae. aegypti en el interior de
las viviendas, asi como la reduccion de contacto vector-humano. En este estudio se evalud la
intervencion “casas a prueba de Ae. aegypti", que consistio en la instalacion MILDs colocadas
como mosquiteras fijas en puertas y ventanas en casas de una colonia de Mérida Yucatan con un
total de 5 conglomerados tratamiento y 5 control (100 casas/cluster). Se llevaron colectas
entomoldgicas para cuantificar la presencia y la prevalencia de mosquitos adultos en el interior
de los domicilios a intervalos de 6 meses, correspondientes a las temporadas de secas/lluvias
durante un afio (2016 - 2017). En total, 500 hogares recibieron la intervencion (100% de la
cobertura), los cuales mostraron reducciones significativas en la presencia y abundancia de Ae.
aegypti en el interior de la vivienda. Asi mismo, se realizaron bioensayos de prueba de tinel para
evaluar el comportamiento de las hembras de Ae. aegypti (cepas susceptibles y resistentes a
piretroides) contra una MILD con diferentes tiempos de "edad" (malla nueva, expuesta en el
campo después de 6 meses y 1 afio) y diferentes tipos de dafios (sin dafios, dafios centrales, dafios
laterales y nueve huecos). Todos los dafios y tiempos requirieron de 40 hembras de mosquitos
durante 40 minutos en el dispositivo del tinel. Las mallas demostraron un 100% de efectividad
blogueando el paso de los mosquitos cuando no presentaban dafios, el tipo de dafio es el principal
factor que afecto el bloqueo y la alimentacion sanguinea, aumentando en 1.5 cuando hay dafio de
nueve huecos y 1.9 cuando hay dafio central, en comparacion con el dafio lateral. La edad y el
tipo de dafio afectaron de manera significativa el derribo y la mortalidad en ambas cepas, el
derribo y la mortalidad registraron un 44% en la cepa resistente y 84% en la cepa susceptible
cuando las mallas no presentaban dafio. La aceptacion del proceso intervencion fue de un
91.43% por parte de los pobladores y el 100% califico la intervencion como eficaz, de los cuales

el 58% manifestd la total ausencia de mosquitos en el interior de su vivienda.



ABSTRACT

Long-lasting insecticide impregnated nets are an innovative and promising method, particularly
for the sustained control of Aedes aegypti females in the interior of the premises as well as the
reduction of vector-human contact. In this study, the intervention “casas a prueba de Aedes
aegypti”, which consisted in the installation of LLINSs fixed on doors and windows in houses of a
colony of Merida Yucatan with a total of 5 conglomerates of treatment and 5 control (100 houses
/ cluster). Quantify the presence and prevalence of adult mosquitoes inside homes at 6-month
intervals, corresponding to the dry / rainy seasons during one year (2016 - 2017). A total of 500
households received the intervention (100% of coverage) the same significant reductions in the
presence and abundance of Aedes aegypti in the interior of the house. As well as tunnel test
bioassays to evaluate the behavior of the Aedes aegypti females (susceptible strains and resistant
strain to pyrethroids) against a LLINs with different aging nets times (new net, 6 months’ net, 12
months’ net), and types of damage (Non-damage, central damage, lateral damage and 9 holes).
All damages and times required of 40 female mosquitoes during 40 minutes in the tunnel device.
The nets showed 100% of blocking the passage of mosquitoes when no damage occurs, the type
of damage is the main factor affecting the blockage and bloodfeding, the increase of 1.5 when
there is damage of nine holes and 1.9 when there is Central damage, compared to the lateral
damage. Age and type of damage affected significantly knock down and mortality in both
strains, knock down and mortality registered 44% in the resistant strain and 84% in the
susceptible strain when the nets showed no damage. The acceptance of the intervention process
was 91.43% on the part of the inhabitants and 100% of the intervention as effective, of which

58%  manifests the total absence of  mosquitoes inside  their  home.



1. INTRODUCCION

El virus del dengue se transmite por la picada de mosquitos hembra principalmente de la
especie Aedes aegypti y, en menor grado, de Aedes albopictus. La enfermedad estd muy
extendida en los trépicos, con variaciones locales en el riesgo que dependen en gran medida de
las precipitaciones, la temperatura y la urbanizacion rapida sin planificar. Hoy en dia, afecta a la
mayor parte de los paises de Asia y América Latina y se ha convertido en una de las causas
principales de hospitalizacion y muerte en los nifios de dichas regiones, en México el dengue
estd ampliamente distribuido, el estado de Yucatan se encuentra entre los primeros lugares de
esta enfermedad. Actualmente no existen vacunas que protejan a la poblacion de estas
enfermedades en su totalidad por lo que el control de estas se basa en la reduccion de las
poblaciones del vector Aedes aegypti y el contacto mosquito-humano (picadura) que presenta el
gran reto y meta vigente para la prevencion y control del Dengue y Chikungunya en las areas de
riesgo epidemioldgico. Para llevar a cabo esta tarea tradicionalmente existen diversos métodos
de control del vector entre los que podemos mencionas los siguientes: La nebulizacion,
eliminacion de criaderos, abatizacion, participacidbn comunitaria y materiales tratados con

insecticidas.

Las intervenciones con mallas tratadas con insecticida (ITS, por sus siglas en inglés), es una
estrategia que consta de la instalacion con mallas tratadas con insecticida fijadas
permanentemente con marcos solidos de aluminio en puertas y ventanas, esto impide el acceso
de los mosquitos al interior de la vivienda, impidiendo el contacto entre el vector y los humanos,
estas estrategias se han evaluado en México en los Ultimos afios (Manrique-Saide et al. 2015,
Che -Mendoza et al. 2016 & 2018). Estos estudios de ITS ha demostrado conferir una proteccion
de al menos un 50% de tener mosquitos de Aedes aegypti en el interior de la vivienda y ain mas
importante, <50% en la abundancia de hembras de Aedes aegypti en comparacion con casas no
protegidas en las ciudades de Acapulco y Mérida, México (Manrique-Saide et al. 2015, Che-
Mendoza et al. 2016 & 2018). Las ITS proporcionan una intervencion sostenible a largo plazo,
aunque las mallas solo duran de 1 a 3 afios, los marcos de aluminio pueden resistir las

condiciones de capo durante al menos de 5 a 10 afos, permitiendo que el mantenimiento de la
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intervencion sea econdmico una vez hecha la instalacién de los marcos de aluminio, , popular
para los duefios de las vivienda que lo perciben como parte del mejoramiento de sus domicilios y
facil de adoptar en otras regiones con caracteristicas diferentes en las viviendas (Jones et al.
2016) esto permite la reduccion significativa de las infestaciones domésticas de Aedes aegypti y
por lo tanto, el contacto humano-vector dentro de las casas. Las ITS también tiene el potencial de
ampliarse para proteger contra otras enfermedades transmitidas por mosquitos, especialmente en

lugares donde se produce la transmision simultanea de dengue, chikungunya y actualmente Zika.

Los materiales tratados con insecticida son una herramienta eficaz, segura y simple con el
potencial de prevenir la transmisién de una variedad de enfermedades transmitidas por vectores
(Wilson et al., 2014) a traves de un efecto individual (es decir, mosquiteros que evitan la
picadura del vector y su posteriro alimentacion sanguinea) y / o por un efecto adicional (es decir,
reduciendo la vida util del vector y la abundancia / densidad de la poblacion). Las mallas con
insecticidas de larga duracion (MILDs) incorporan insecticida (la mayoria de ellos piretroides) al
tejido de poliestireno la fibra es posteriormente cubierta por una capa de resina, esto permite
lograr un efecto insecticida residual de 1 a 3 afios. Cuando se utiliza como barrera fisica, se
espera que las MILDs reduzca el contacto humano-vector al bloquear fisicamente la entrada de
mosquitos adicional a su efecto insecticida y / o irritante / disuasorio sobre los mosquitos que
eventualmente reducira su esperanza de vida (Takken, 2002; Vanlerbeghe et al. al., 2011).
Actualmente la OMS promueve investigaciones sobre la eficacia de las MILDs en el control de
la actividad diurna de Aedes aegypti (McCall et al.,, 2009). Las MILDs utilizadas como
intervenciones individuales o combinadas, se han evaluado en diferentes entornos de todo el
mundo como un enfoque de gestion ambiental integrado para complementar y mejorar el control
actual del vector del dengue. Se ha reportado cierto grado de éxito después de las intervenciones
con MILDs contra los vectores del dengue cuando se usa como barrera fisica en los sitios para
bloguear la oviposicion (Kroeger et al., 2006; Seng et al, 2008; Tsunoda et al., 2013) o para la
reduccion del contacto vector-humano, ademas proporciona proteccion personal en los hogares
que cuentan con las mallas fijas en puertas y ventanas (Lenhart et al., 2008) o como cortinas
colgadas (lgarashi, 1997; Kroeger et al. 2006; Lenhart et al., 2013; Nguyen et al. ., 1996; Rizzo



et al., 2012; Vanlerberghe et al., 2011; Vanlerberghe et al., 2013), y mas recientemente como
ITS (Che-Mendoza et al. 2015; Manrique-Saide et al., 2015; Che -Mendoza et al., 2018).



2. ANTECEDENTES.

Hoy més que nunca el reto vigente es reducir o interrumpir el contacto humano-vector y en
dltima instancia impactar sobre la transmision de la enfermedad. Existen dos aproximaciones
para lograr reducir o interrumpir el contacto humano-vector (Morrison et al., 2008). A través del
uso de estrategias (fisico-quimicas y bioracionales) para impactar directamente sobre la
reduccion de las poblaciones de mosquitos adultos a niveles que afecten la transmision de la
enfermedad, y el uso de estrategias (fisicas y quimicas) que limiten el contacto vector-humano y

limiten la transmision de la enfermedad.

El control quimico del mosquito vector Aedes aegypti constituye un elemento importante
en las estrategias de prevencion y control del dengue en México y demas paises endemicos de en
todo el mundo. Aunque los esquemas actuales de control recomiendan la aplicacion de mas de
una técnica o metodo (reduccion de criaderos/adultos mediante métodos fisicos y/o quimicos)
para garantizar un mayor impacto sobre las poblaciones de adultos, el uso intensivo y extensivo
de los insecticidas inevitablemente provoca el desarrollo de resistencia a los mismos (Saavedra-
Rodriguez et al., 2007; Siller et al., 2011).

Una de las estrategias mas promovidas para reducir el contacto vector-humano y limitar la
transmision es el uso de mallas impregnadas con insecticidas de larga duracion usadas como
pabellones o mallas mosquiteras. Su uso en forma de pabellones ha demostrado ser efectivo para
reducir la transmision de Malaria en el continente africano. Las mallas impregnadas con
insecticidas de larga duracion (MILDs) son materiales impregnados de insecticida pre-tratadas
con insecticidas disefiados para prolongar su tiempo de vida util. EI uso de MILDs para el
control de las poblaciones de mosquitos vectores del dengue es prometedor basado en los
resultados de algunos estudios realizados en Haiti, Venezuela, México y Guatemala. Estos
estudios sugieren que las MILDs, empleados como mallas mosquiteras (tapa-tambos) y/o
cortinas en puertas y ventanas, podrian ser efectivos para reducir las poblaciones de Aedes
aegypti y la transmision del dengue (Kroeger et al., 2006; Lenhartet al., 2008; Rizzo et al.,

2012). El despliegue a gran escala de este tipo de intervenciones protegeria tanto a los usuarios



como a los no usuarios a través de la proteccion a nivel personal y de comunidad que producen
las altas tasas de coberturas, tal ha sido la experiencia en Africa con el uso de materiales
impregnados con insecticida (cielo raso y pabellones principalmente) para el control de la
malaria (WHO, 2005; Rafinejadet al 2008; Gu y Novak, 2009; Lengeler, 2009).

La reduccion de las poblaciones de adultos de Aedes aegypti y de sus interacciones con
los seres humanos es una de las nuevas metas y al mismo tiempo un reto vigente para el control
del dengue (Morrison et al., 2008). En el Gltimo reporte del grupo de expertos de dengue
(McCall y Kittayapong, 2007), se recomienda ademas del empleo de intervenciones enfocadas
en los criaderos mas productivos (CCP) —con métodos de eficacia comprobada por ej.
Larvicidas, manejo, eliminacion- también el empleo de materiales impregnados con insecticidas
de larga duracion (MILDs) como barrera fisico-quimica para reducir las densidades del vector a
niveles que afecten la transmision del virus del dengue. EIl tratamiento de sitios especificos de
contacto para los mosquitos en su etapa de bdsqueda activa de sangre, y como se propone

funcionen en este estudio los MILDs, es una forma racional y selectiva del uso de insecticidas.

Los materiales tratados con insecticida (MTI), principalmente mosquiteros, fueron
originalmente eficaces en la reduccion de enfermedades transmitidas por vectores nocturnos
activos. La eficacia de los ITM en vectores diurnamente activos tales como Ae. aegypti ha sido
evaluada en los ultimos afios (Kroeger et al., 2006). Muchos estudios han demostrado que la
infestacion del vector del dengue podria reducirse o controlarse a nivel de los hogares mediante
la implementacion de MTI (Kroeger et al., 2006; Lenhart et al., 2008; Seng et al., 2008c). Se
plantea la hipotesis de que los mosquitos adultos entran en contacto con los ITM durante la
busqueda del huésped.

Los ITM son herramientas que han sido investigadas en los ultimos afios para atacar a los
mosquitos adultos. Los ITM son una intervencion simple, eficaz, segura, asequible, de baja
tecnologia y duradera, que ha demostrado prevenir la transmisidn de una variedad de
enfermedades transmitidas por vectores al tener un efecto individual (es decir, mosquiteros que
evitan que el vector de la sangre Alimentacién) y tener un efecto comunitario (es decir,
reduciendo la vida Gtil del vector y la poblacion). Sobre la base del control exitoso demostrado

contra los vectores nocturnos endéfilos Anophelesspp y la eficacia protectora de los MTIs (en
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forma de mosquiteros tratados con mosquiteros tratados con mosquiteros tratados con
mosquiteros tratados con mosquiteros) 2008), el Grupo de Trabajo Cientifico sobre el Dengue de
la OMS de 2006 identifico el desarrollo / evaluacion de los MTI como una corriente primaria de
investigacion global (McCall y Kittayapong, 2007).

Esto podria reducir la esperanza de vida del adulto Ae. aegypti y consecuentemente
reducir la transmisién del dengue (Kroeger et al., 2006; Lenhart et al., 2008). Dado que los ITM
son producidos a partir de materiales insecticidas de larga duracion, este método podria mantener
la eficacia durante varios afios (Vanlerberghe et al., 2010). También se demostr6 que los ITM
tienen un impacto en las poblaciones de vectores y tienen altos niveles de aceptacion por parte de
las familias (Kroeger et al., 2006; Seng et al., 2008c).

Estudios recientes en América Latina y el Caribe han demostrado que los materiales
tratados con insecticida, tales como cortinas para ventanas, cubiertas de contenedores y frascos y
redes de cama pueden reducir las densidades del vector del dengue a niveles bajos y
potencialmente tener un impacto en la transmision del dengue (Kroeger et al., 2006, Lenhart et
al., 2008, Venlerberghe et al., 2009). Estas intervenciones esencialmente proporcionan un
insecticida residual dirigido a los mosquitos adultos dentro de la casa y se sugiere que los ITMs
posiblemente se conviertan en una alternativa eficaz al IRS en la orientacion de los vectores
adultos de dengue (Esu et al., 2010).

Recientemente, varios estudios han demostrado que los ITMs se han convertido
potencialmente en una herramienta novedosa eficaz para controlar Aedes aegypti, con una
eficacia que probablemente se optimizara cuando se aplique en combinacion con otras
herramientas de control de vectores, particularmente cuando su uso esté integrado en una
estrategia que también involucre a las comunidades en areas dadas (Seng et al., 2008c,
Vanlerberghe et al., 2011; Rizzo et al., 2012, Lenhart et al., 2013).

La tecnologia inicial de ITN se mejor6 dramaticamente con el desarrollo de tecnologias
para producir Malas impregnadas con insecticidas de larga duracion (MILDs) que no requieran

retratamiento. Las MILD han contribuido en gran medida a la reduccién de los casos de malaria,
6



estimados en torno al 68% (Bhatt et al. 2015). Sin embargo, considerando los patrones de
actividad diurna de los mosquitos Aedes no se espera que las MILDs tengan el mismo efecto que
en los vectores de la malaria. En el caso de los vectores del dengue, se argumenta que un factor
importante en el fracaso de los métodos previos de prevencion es su enfoque en la eliminacion
de las formas inmaduras de Ae. aegypti, en lugar de dirigirse a los mosquitos adultos que
realmente transmiten la enfermedad (Morrison et al., 2008). EIl vector del dengue Ae. aegypties
un mosquito altamente sinantrépico que vive en estrecha dependencia con ecosistemas
artificiales (Getis et al. 2003; Scott y Morrison, 2002). El desafio consiste en reducir las
poblaciones de vectores adultos infectados y / 0 su interaccion con seres humanos que afectan la
transmision del virus del dengue (Achee et al. 2015; Morrison et al. 2008).

Las MILDs han sido evaluadas por su eficacia protectora contra el dengue. En Haiti, las
mallas de mosquiteros mostraron un efecto inmediato sobre los indicadores de estadios
inmaduros y la transmision del dengue, este efecto se extendié durante los siguientes 5-12 meses

después del despliegue de las mallas (Lenhart et al. 2008).

Estudios recientes han sugerido el potencial de las MILDs como cortinas de ventana
(Cortinas Tratadas con Insecticida (ITC)), para reducir las densidades del vector del dengue a
niveles bajos y potencialmente impactar en la transmision del dengue. En Tailandia, los ITC
mostraron efectos inmediatos sobre los indicadores inmaduros a los 6 meses (Vanlerberghe et al.
2013). Sin embargo, en algunos casos, el estilo de vivienda podria afectar las intervenciones de
la ITC que favorecen la entrada de mosquitos y se mueven por las casas sin entrar en contacto

con insecticidas (Lenhart et al. 2013).

En un ensayo de campo llevado a cabo en México, las intervenciones del CTI no
afectaron a la poblacion adulta de interior, pero parecia reducir el namero de hembras infectadas
con DENV vy la prevalencia de infeccion humana en algunas areas (Lorofio-Pino et al. 2013).
Combinando los ITC con focos de crianza productiva en México (Kroeger et al. 2006),
Venezuela (Kroeger et al. 2006; Vanlerberghe et al 2011%) y Guatemala (Rizzo et al. 2012)

mejoraron el impacto en Aedes aegypti.



Sin embargo, dos desafios claves surgieron de los ensayos de campo iniciales. En primer
lugar, la cobertura de las intervenciones basadas en el CIT suele disminuir drésticamente con el
tiempo (Tun-Lin, et al. 2009; Vanlerberghe et al. 2011b, 2013), sin duda comprometer la

eficacia en toda la comunidad y un problema comin a muchas estrategias de control.

En Guatemala (Rizzo et al. 2012) y México (Lorofio-Pino et al. 2013) también lo
encontraron, sefialando que las familias removerian o amarrarian las cortinas para aumentar la
ventilacion durante el dia, comprometiendo la utilidad de la intervencion. En segundo lugar,
dado que los PY son la Unica clase de insecticidas recomendada por la OMS para la
impregnacion de mallas con insecticidas (OMS, 2014), y el desarrollo de resistencia de Aedes
aegypti a piretroides es una preocupacion importante. Sin embargo, el impacto de la resistencia
de PY sobre la eficacia de las MILD en la prevencion de la malaria ha demostrado ser dificil de
determinar, en parte porque dependera de la resistencia de la poblacion (Ranson y Lissenden,
2016).

La proteccion contra las picaduras de mosquitos y la transmision de enfermedades con
mallas mosquiteras en las viviendas, casas ha sido historicamente observada como técnica
fundamental de control de enfermedades transmitidas por mosquitos a principios del siglo XX.
En la década de 1880, en Cuba, Carlos Finlay recomendo el uso de medidas fisicas como una
barrera para los mosquitos que él asumio estaban transmitiendo la fiebre amarilla (revisado por
Ferroni et al. 2011). Sin embargo, Celli, en Italia, informo sobre el primer trabajo publicado que
evaluaba las casas de cribado como medidas fisicas para prevenir las enfermedades transmitidas
por mosquitos (Celli, 1900). La experiencia italiana condujo a una amplia seleccion de casas
contra mosquitos en zonas malaricas, no sélo en lItalia, sino en todo el mundo (revisado por
Lindsay 2002).

El uso de mallas para detectar los puntos de entrada mas importantes en una casa, como
ventanas y puertas, impide la entrada de mosquitos adultos (Schofield et al 1990). “Mosquito-
proofing” de las casas es una forma de gestion ambiental basada en cambios en la vivienda
humana para excluir vectores y reducir el contacto hombre-vector-patogeno (WHO, 1982). Se ha

demostrado que las pantallas de las casas proporcionan proteccion contra la malaria (Kirby et al.
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2008, Lindsay et al. 2003, Walker, 2010) y que son aceptadas por las comunidades (Kirby et al.
2010).

La integracion de la proteccion domiciliaria con MILDsconforme a losprogramas de
control del dengue, ha sido evaluada en Vietnam en 500 hogares. Nguyen et al. (1996) e Igarashi
(1997) evaluaron una intervencion con redes de permetrina que abarcaban todas las aberturas
presentes en las viviendas (ademés de las medidas rutinarias de educacién y control de salud
anti-Aedes) e informaron una reduccion significativa (cercana al 100%) del nimero de viviendas
positivas para los vectores del dengue. Ademas, los mosquitos Ae. aegypti del interior estuvieron
en niveles indetectables durante siete meses, mientras que en el grupo control la infestacion
aumento6 gradualmente durante la epidemia y se observé un impacto positivo en la prevencion de
la transmision de DENV durante la epidemia (a los 6 meses después de la intervencion) (Nguyen
et al. 1996). Al comienzo del presente estudio, este ensayo de Vietnam fue el Unico estudio

publicado sobre el efecto de LLIS sobre los parametros del dengue.

Los materiales impregnados con insecticidas de larga duracion (MILDs) se elaboran
incorporando insecticida a las fibras de un material sintético (polietileno) durante el proceso de
fabricacion, teniendo como resultado residualidad del efecto insecticida de 1 a 5 afios. Los
insecticidas comunmente empleados son del grupo de los piretroides debido a su baja toxicidad
en mamiferos y accion rapida a bajas dosis (Zaimet al., 2000, Corbel et al., 2004). Resultados
recientes sugieren que los MILDs, en particular mosquiteros (pabellones), cortinas y “tapa-
tanques” pueden ser efectivos para reducir las poblaciones de Aedes aegypti y la transmision de
dengue. Por ejemplo, en Haiti, los mosquiteros impregnados con insecticida tuvieron un efecto
inmediato sobre las poblaciones de Aedes aegypti y la transmision del dengue, y a lo largo de los
siguientes 5-12 meses de las intervenciones (Lenhart et al., 2008). Por su parte, el uso de
cortinas impregnadas con insecticidas de manera integrada (ambos y en combinacion con otro
método de control de criaderos productivos) fue evaluado en sectores urbanos de Veracruz
(México) y Trujillo (Venezuela). En Veracruz, la intervencion consistié en areas con cortinas
tratadas con lambda-cialotrina y el tratamiento de criaderos productivos con pyriproxifeno. En
Trujillo, la intervencidn consistid en aéreas con casas donde se instalaron cortinas tratadas con

deltametrina en las ventanas y tapa-tanques del mismo material en los criaderos mas productivos.
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Las cortinas y tapa-tanques demostraron reducir las densidades de Aedes aegypti (Kroeger et al.,
2006; Vanlerbergheet al., 2011).

La combinacién (al mismo tiempo) del control enfocado de los criaderos mas productivos
de Aedes aegypti y el uso de materiales impregnados con insecticida de larga duracién — en
forma de cortinas- esta bajo investigacion en proyectos que se desarrollan en Asia (Tailandia y
Vietnam) y Latinoamérica (Brasil, Cuba, Guatemala, Perd, Venezuela) (Kroeger 2006,
Vanlerberghe 2011, Rizzo 2012).

Sin embargo, un reto ha emergido después del uso de MILDs en forma de cortinas en
casas. Un MILD colocado en la habitacion de una casa funciona matando los mosquitos que se
posen en ella, tedricamente como una pared tratada con insecticida residual (McCall y
Kittayapong, 2007). Una cortina MILD en la ventana de una casa, aumenta la probabilidad de
contacto a la entrada y salida de los mosquitos por esta via, pero no la protege en su totalidad. El
empleo de MILDs, como una malla mosquitera fija en puertas y ventanas para evitar la entrada y
mas aun, matar a los mosquitos que se acerquen/posen en ellas a la salida, se espera sea mas
efectivo. Adicionalmente al efecto insecticida, el uso de mallas mosquiteras representa una
barrera fisica contra los mosquitos. Estudios en >1,000 casas de 29 colonias de Mérida Yucatan
identificaron que el empleo de mallas mosquiteras en ventanas reduce el riesgo contra la
presencia (OR=0.59) y abundancia (IRR=0.52) de mosquitos Aedes hembra (Che-Mendozaet al.,
2015).

El segundo reto es que se ha desatendido la prevencion del dengue por picaduras del
Aedes en espacios publicos donde la gente se congrega (escuelas, iglesias, negocios, oficinas,
etc.) y es una notable omision que compromete el éxito de cualquier programa de prevencion y
control del dengue. El riesgo de picadura con mosquitos Aedes (incluyendo los infectados y por
ende también el riesgo de la transmision de dengue) es importante en las casas, pero también los
puede ser en otros espacios. Los mosquitos hembra Aedes pican durante todo el dia, pero se ha
documentado que sus picos de actividad ocurren en la mafiana y el atardecer (Chadee y
Martinez, 2000) que pueden corresponder a actividades extra-domésticas por Ej. Estadia en la

escuela particularmente en el caso de los nifios y jovenes. Asi, las escuelas son sitios de riesgo
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para la picadura de los mosquitos Aedes y la transmision del dengue porque pueden tener
criaderos productivos y porque concentran una poblacion expuesta a las picaduras de mosquitos

(atn en baja densidad) y susceptible a los virus del dengue.

Estudios recientes en Mérida Yucatan han reportado que Aedesa egypti esta presente en el
interior de las casas de pacientes diagnosticados positivos a dengue durante todo el afio y méas
aun que pueden encontrarse Aedes hembra infectadas por dos semanas (Garcia-Rejéon et al.,
2008) por lo que éstas casas representan una fuente de dispersion del virus y focos de
transmision para las personas que viven en o visitan estas casas. Adicionalmente, recientemente
también se confirmo, que al menos en Mérida, las escuelas son sitios de riesgo para la picadura
de mosquitos Aedes infectados y por ende, de importancia potencial para la transmision del
dengue (Garcia-Rejon et al., 2011), reportando mosquitos Aedes infectados con virus dengue en
45.8% de una muestra de 24 escuelas durante la época de lluvias y que corresponde al periodo de
mayor transmision de dengue en la ciudad. En términos de prevencion y control, esto significa
que si se previene las picaduras de Aedes dentro y fuera de las casas se pude afectar

sustancialmente y reducir la transmision del dengue.
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3. JUSTIFICACION

El aumento de la poblacién en zonas de alto riesgo, asi como las limitantes de personal y
recursos de los sistemas de salud convierten al dengue y al chikungunya en problemas latentes de
salud en las poblaciones de alto riesgo, esto hace necesario el uso de estrategias innovadoras para
el control del vector transmisor de la enfermedad, La mayoria de las casas en sitios endémicos al

dengue, no tiene proteccion en puertas y ventanas contra el mosquito vector.

El empleo de mallas impregnadas con insecticidas de larga duracion (MILD’S) como
malla mosquitera fija en puertas y ventanas resulta en un control mas efectivo, evitando la
entrada y mas aln, matando a los mosquitos que se acerquen/posen en ellas. También es eficaz
contra otros insectos paga como moscas, cucarachas, chinches etc. Esto debido a que es una
intervencion de tipo ecosistémico en salud, asi como un uso racional de los insecticidas en el
ambiente, se encuentra dentro del marco de los programas gubernamentales de control de
vectores, permite un mejor manejo ambiental produciendo una mejora visible y tangible de la

vivienda intervenida, tiene gran aceptacion entre la poblacion.

Asi mismo los resultados de esta investigacion permitiran tener un mayor conocimiento
de como las poblaciones de Aedes aegypti(L.) se ven afectadas al usar mallas de mosquitero en
puertas y ventanas en un area extensa y si esto tiene un efecto sobre la transmision de los virus
del dengue y del chikungunya en esta poblacion. Los resultados de esta investigacion también
nos permitirdn saber como se comportan los mosquitos cuando estan en presencia de las mallas
de mosquitero en condiciones de laboratorio, asi como del confort de los pobladores cuando

poseen las mallas de mosquitero instaladas en sus domicilios.
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4. HIPOTESIS

El uso de mallas impregnadas con insecticidas de larga duracion en una zona extensa de la
ciudad de Mérida, Yucatan en conjunto con el control de los criaderos méas productivos tendra un
fuerte impacto en las poblaciones de Aedes aegypti teniendo un efecto en la disminucion de la

transmision en una zona de alto riesgo.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Implementar el escalamiento de la estrategia “Vivienda Segura” para el control de poblaciones
intradomiciliares Aedes aegypti (L.) y consecuente prevencion y control de la transmision del
dengue y Chikungunya en México.

5.2 Objetivos particulares

1. Implementar la estrategia “Vivienda Segura” y evaluar su eficacia en términos del riesgo

entomoldgico (presencia/abundancia de Aedes aegypti) dentro de las viviendas.

2. Evaluar el grado de excito-repelencia y letalidad causado por las mallas tratadas con
insecticida, en adultos de Aedes aegypti (mallas nuevas, con 6 meses y un afio de uso),

bajo condiciones controladas en laboratorio.

3. Cuantificar la percepcion y aceptacion de las MILDs asi como su efecto en el confort de

la vivienda.
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6. MATERIALESY METODOS
6.1 Area de estudio

El estudio se llevo a cabo en la colonia Juan Pablo 11, ubicada en el poniente de la ciudad
de Mérida, Yucatan, México. El area seleccionada en esta colonia posee la caracteristica de
que es amplia, teniendo la capacidad de tener mil domicilios en un espacio compacto para
una mejor implementacion de la intervencion, es un de complejos de viviendas muy
cercanas entre si, compartiendo en algunas ocasiones una misma division estructural entre
dos recamaras de los domicilios, la colonia se construyd bajo un esquema generalizado de

viviendas, por lo cual cada una de ellas tiene un disefio estandar, lo cual permite una

intervencion mas homogénea y econémica.

Figura 1.- A) ciudad de Mérida, Yucatan. B) colonia Juan Pablo II. El Area de estudio se resalta en colores,

en rojo se observan los clusteres control en negro los clUsteres intervencion.

6.1.1 Caracteristicas de las viviendas

Cada una de las viviendas tiene una construccion estandar, teniendo pocas variaciones

como lo son la posicion de las ventanas o de las puertas, sin embargo, el nimero de puertas y
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ventanas permanece igual exceptuando aquellas en las que los pobladores han hecho
modificaciones a sus domicilios. Cada lote es de aproximadamente 8 x 21m, con dos ventanas en
el frente, dos en los costados y dos en la parte posterior de la vivienda, una puerta de entrada en

el frente y una puerta de salida para el traspatio.

3.5 manzanas = 1 cluster de 100 casas 30 casas por manzana en promedio

13 m
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Figura 2. Casa estandar de la colonia Juan Pablo Il. Cada una de las viviendas posee las puertas y ventanas
de las medidas que se indican

6.1.2 Seleccion y Aleatorizacion de los conglomerados.

Una vez seleccionada y delimitada el area de estudio se procedié a la seleccion de los
conglomerados, para esto se seleccionaron grupos de manzanas que tuvieran 100 viviendas
habitadas, esto se hizo hasta completar 10 conglomerados con 100 casas cada uno, para un total
de 1,000 casas incluidas en el estudio. A cada uno de estos conglomerados se les asigno un
namero para posteriormente hacer una seleccién al azar para llevar a cabo la intervencién. Una
vez terminada la seleccion al azar se procedié a hacer un calendario de instalacion por cada uno

de los conglomerados a intervenir.
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Figura 3.- Conglomerados seleccionados y numerados en el area de estudio, Juan Pablo 11

6.2 Intervencion Progresiva
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Una vez seleccionada el Area de estudio se llevd a cabo el estudio en congruencia y
basado, en un protocolo validado y recomendado actualmente para estudios de esta naturaleza
(Focks y Alexander, 2006; Tun-Lin et al. 2009; Arunachalam et al. 2010; Pilger et al. 2011),

compuesto basicamente de lo que se describe a continuacién.

A) Fase preparatoria: Incluye actividades de promocion de la intervencion, consentimiento
informado, la coordinacion con las autoridades de salud y municipales y la instalacion de casas

muestra.

Promocion de la vivienda y consentimiento informado: después de la seleccién de los
conglomerados al azar, se visitaron algunos domicilios que servirian como casas muestra, a
estos domicilios se les entrego un consentimiento informado donde se detallaba la informacién
sobre el proyecto, su duracion, las actividades a realizar durante el mismo, fue de vital
importancia que se les platicara que su domicilio serviria como casa muestra, asi como darles

informacion de que seria visitada por vecinos de la colonia y como responder a sus dudas.

Casas Muestra: Como parte de las estrategias para poder obtener la cobertura de las 1,000
casas en el sitio de estudio dentro del calendario establecido para el proyecto, se decidio llevar a
cabo la instalacion de 10 casas muestra, una en cada una de los conglomerados dentro del area de
estudio, para esto se visitaron casas que se encontraran en una ubicacion facil de localizar para
los habitantes de los alrededores, que sean visibles desde la calle (sin bardas o rejas altas), que
estén debidamente limpias y que sean agradables a la vista, cada una de estas casas sirvi6 como
referencia cuando se visitaba e invitaba a las personas dentro del area a participar en el proyecto.
Estas casas también sirvieron como punto de visita para las personas que tuvieron dudas o
temores sobre su participacion en el proyecto, en estos puntos los pobladores podian ir y
conversar con los duefios de la casa, asi podian compartir sus experiencias con respecto a la
instalacion en sus domicilios, como fueron tratados, si les gusto la instalacion, al visitar estos
domicilios los pobladores podian observar de primera mano como quedaron las mallas y el
aspecto del domicilio una vez que se instalan las mallas de mosquitero en puertas y ventanas,
podian tocar, manipular en incluso experimentar en carne propia como se siente la casa una vez
que esta protegida, en algunos las personas de las casas y visitantes expresaron se sentian mas

seguras y protegidas de los mosquitos, ya no se sentian tanto temor para ellos y sus familias.
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B) Estudios basales: Durante esta fase se llevaron a cabo actividades enfocadas a recabar la
informacion previa a la intervencion en el sitio de estudio, esto durante el mes de mayo del 2016,

entre la que podemos destacar:

Casos de Dengue, ZIKA y Chikungunya reportados por el sistema de vigilancia
epidemioldgica de los SSY (SINAVE) durante los 5 afios previos a la intervencion en el area de
estudio.

Estimacion basal de riesgos ambientales de presencia de mosquitos en el entorno de las
casas incluidas en el estudio, incluyendo descripcion fisiografica del ambiente, disponibilidad de
agua potable en las viviendas, frecuencia del tren de aseo (recoleccién de basura), drenajes de
aguas grises y negras, cursos de agua, proporcion y tipo de espacios no residenciales, indice de
calidad de la vivienda en las manzanas donde se seleccionen las casas intervenidas y encuestas

de percepcion de los residentes sobre las enfermedades transmitidas por vector.

Indicadores de riesgo entomoldgico (ovitrampas principalmente) reportados en la
plataforma de vigilancia entomologica y colocadas en el sitio de estudio por el personal de
campo. Las ovitrampas se colocaron 4 por cada manzana para un total de 120, estas se
monitorearon por un periodo de 12 meses y se compararon con la informacion del sistema de

vigilancia entomoldgico de los servicios de salud del estado.

Colectas entomologicas en una sub-muestra de 300 casas (30 por cada conglomerado)
mediante la captura de mosquitos adultos intradomiciliados usando aspiradores portéatiles Proko-
pack, asi como la revision de posibles criaderos para la colecta de estadios inmaduros mediante

colecta manual.

Durante las actividades relacionadas con la captura de mosquitos dentro de los
domicilios, se tomé el consentimiento informado de cada una de las viviendas, antes de la

colecta y se les incluyo en el calendario para la posterior intervencion.

C) Invitacién a participantes: una vez terminadas las colectas basales se continuo con la
invitacion de participantes, esto mediante la visita a los domicilios por conglomerado durante el

mes de junio, se visitaron los conglomerados priorizando los que estaban en el inicio del

19



calendario de instalacion, a cada uno de los domicilios se les tomo el consentimiento informado,

estos se archivaron como parte de los archivos del proyecto.

D) Instalacion/implementacion progresiva de la intervencién (disefio de ensayo escalonado). Que
consiste en la instalacién fija de una malla con insecticida (DuraNet® Clarke Mosquito Control,
Roselle, IL, USA, poliéster no-inflamable, con 0.55% w.w. alfa-cipermetrina; recomendada por
WHOPES), con marcos de aluminio en puertas y ventanas (Figura 4). Esto conforme al
calendario de instalacion previamente establecido.

Tabla 1.- Calendario de instalacion de la intervencion en los conglomerados.

Conglomerado
3

Conglomerado
7

Conglomerado
8

Conglomerado
5

Conglomerado
2

Junio-julio Julio 2016 Agosto 2016 Agosto- Septiembre-
2016 septiembre octubre 2016
2016

E) Evaluacion de la eficacia (comparacion Pre-Post): donde se recopilo la informacion de:
Casos reportados por el sistema y plataforma de vigilancia

Colectas entomoldgicas en una sub-muestra de 300 casas intervenidas y control durante
el mes de octubre-noviembre, mediante la captura de mosquitos adultos Intradomiciliados
usando aspiradores portatiles Prokopack, asi como la revision de posibles criaderos para la

colecta de estadios inmaduros mediante colecta manual.

F) Andlisis de proceso y encuestas
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Figura 4.- Instalacién de mallas mosquiteras fijas en puertas y ventanas.

6.3 Vigilancia de vectores y arbovirus.

Estudios de campo entomoldgicos: se realizaron tres encuestas entomoldgicas
transversales en grupos de intervencién y control como en Manrique-Saide et al. (2014) y Che-
Mendoza et al. (2015). Las colecciones interiores de mosquitos adultos se realizaron en una sub-
muestra seleccionada al azar de 30 casas de cada grupo. ElI muestreo basal se completé en mayo
de 2016 y fue seguida por muestreos posteriores a la intervencion (P1) durante 2016-2017
durante dos estaciones subsiguientes, lluvias (mayor abundancia de vectores) y secas (baja

abundancia de vectores).

Los mosquitos adultos en el interior de los domicilios se recolectaron con aspiradores

Prokopack (Vazquez-Prokopec et al., 2009) durante un periodo de 15 minutos por casa. Las
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colecciones dentro de cada grupo se realizaron el mismo dia entre las 09: 00-12: 00 h. Por 3
equipos de 2 coleccionistas expertos cada uno. Todos los mosquitos recolectados fueron
identificados por especies y sexo.

De las colecciones adulto-interiores a) Casas positivas (presencia de al menos una) para
Aedes femeninos (%), b) Casas positivas (presencia de al menos uno) para Aedes hembras
alimentadas con sangre (%), ¢) Nimero de Aedes hembra por casa y d) Se calcul6 el nimero
total de Aedes alimentados por sangre por casa.

Presencia de virus en mosquitos: El estudio incluyd la deteccion de virus en mosquitos
adultos, que se recogieron, se transportaron en tubos Eppendorf con ARN posteriormente y se
enviaron al Laboratorio de Hematologia del Centro Regional de Investigaciones (CIR-UADY)
para su analisis. Las piscinas para mosquitos se hicieron en casa en la estacion seca (hembra y
macho por separado) y mosquitos individuales durante la temporada de lluvias. Se analizaron
224 muestras para la deteccion de virus dengue y Zika (DENV-ZIKV), de la sub-muestra de 300
casas, en epoca seca y lluviosa. La deteccion molecular del virus en los mosquitos recolectados
se realizo de acuerdo con el siguiente protocolo: En primer lugar, los mosquitos se maceraron
individualmente de forma mecénica utilizando morteros de porcelana que contienen 140 pl de
agua esteril. Para la extraccion de ARN viral, se siguieron las instrucciones del fabricante (kit
QIAmp Viral RNA, QIAGEN, 52904). Brevemente, los mosquitos macerados individualmente
se transfirieron a un vial estéril afadiendo el tampon de lisis. Esto permitid la lisis de la muestra
en condiciones desnaturalizantes para inactivar los ARN y asegurar el aislamiento del ARN viral
intacto. Posteriormente, después de mezclar e incubar durante 10 minutos a temperatura
ambiente, se afiadio etanol absoluto, se volvié a mezclar y se centrifug6 (12,000 g / 10 min) para
obtener el sobrenadante, que se colocd, en una columna de separacion QIAmp mini.
Posteriormente, la columna se centrifugo (6.000 g / 1 min) para obtener el material genético. Al
lavar con el tampdn correspondiente y colocar la columna en un nuevo vial, procedimos a eluir el
ARN viral, libre de proteinas, nucleasas y otros contaminantes e inhibidores. El rendimiento y la
pureza del ARN se determinaron mediante lecturas de absorbancia a 260/280 y 260/230 nm en

un espectrofotdmetro (equipo AB de Nanodrop).
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Para determinar la presencia de DENV-ZIKV, especifica e independientemente en
muestras de mosquitos, se realizo la reaccién de RT-PCR. A partir del ARN obtenido, se realizd
una mezcla de reaccion para la amplificacion del material genético viral en un solo paso,
utilizando cebadores directos e inversos especificos, asi como las sondas TagmanFastOne Step
Master Mix (Thermo Fisher), para cada uno de los virus. Las reacciones de amplificacion se
realizaron en el equipo Rotor Gen de QIAGEN.

Para validar los resultados, se incluyeron un control positivo y un control negativo para
cada virus en cada ensayo. A partir de los controles positivos de DENV y ZIKV proporcionados
por el CDC, se extrajo ARN (QIAmp Viral RNA kit, QIAGEN, 52904) y mediante RT-PCR
(Superscript 111 One Step RT-PCR kit) se amplificaron para obtener el ADN de cada uno de los
virus Por electroforesis, los fragmentos de ADN se separaron y purificaron usando el gel Wizard
SV y el kit del sistema de PCR. Posteriormente, las bandas se ligaron en el vector de clonacion
TOPO pCR 2.1, y se transformaron en celulas competentes E. colli TOP10. Los plasmidos de
interés que contienen los fragmentos virales se purificaron utilizando el kit Quiaprep spin minikit
y se enviaron al Instituto de Medicina Gendmica (INMEGEN) de la Ciudad de México, para su
secuenciacion. Los datos de secuenciacion confirmaron una homologia de mas del 98% de
identidad con las secuencias informadas para cada virus en el GENBANK (ZIKV: LC191864.1,
DENV: GQ398288.1). El control negativo incluia viales con agua. Los resultados se expresan
como valores de CT que son inversamente proporcionales a la concentracion de RNA viral en
cada muestra. Los valores de CT se determinaron con base en controles positivos y negativos, y

los valores de CT por debajo de 33 ciclos se consideraron positivos.

6.4 Pruebas de laboratorio

Se utilizaron dos métodos para estudiar la eficacia (actividad insecticida / disuasiva /
repelente) de las MILDs bajo diferentes condiciones fisicas de envejecimiento y dafio. Todas las
pruebas se realizaron en el Laboratorio de la Unidad de Colaboracion para Bioensayos
Entomolégicos (UCBE) de la Universidad Autonoma de Yucatan (UADY), en la ciudad de

Meérida, Yucatan.
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6.4.1 Mosquiteras impregnadas con insecticidas de larga duracion (MILDs)

La red empleada fue DuraNet® (malla de polietileno no inflamable tratada con alfa-
cipermetrina tratada con 0.55% p / p [145 de luz; malla 1/4132 agujeros / pulgada cuadrada];
Clarke Mosquito Control, IL, USA; aprobado por WHOPES).

Se utilizaron MILDs nuevas, no expuestas (tiempo de exposicion = 0) y muestras de
MILDs desplegadas en condiciones operativas de campo durante 6 y 12 meses (tiempo de
exposicion de 6 y 12 meses) para todas las pruebas. Se usaron mallas sin lavar como controles

negativos, sin tratamiento (sin insecticida).

Las muestras de MILDs expuestas en condiciones reales de campo se obtuvieron de las
casas donde se llevo a cabo la instalacion (MILDs montadas en marcos de aluminio, fijadas en
ventanas y puertas externas) como parte de un estudio de campo de dos afios realizado en
Mérida, México en 2012 (Che-Mendoza et al., 2018). Veinte viviendas fueron seleccionadas al
azar del grupo de intervencion (Juan Pablo Il) fueron visitadas y se tomaron muestras por casa de
dos de las MILDs fijadas a las ventanas a los 6 y 12 meses después de su instalacion. Cada malla
completa se retird del marco, se empaquetd por separado en papel de aluminio y se transporto al
laboratorio, donde se cortaron inmediatamente (piezas de 25 cm x 25 cm), se lavaron una vez y
se secaron a temperatura ambiente 30 °C (OMS, 2013). Luego se envolvieron en papel aluminio
y se almacenaron en oscuridad antes de usarse en las pruebas (no se almacenaron mas de siete

dias antes de su uso).

6.4.2. Condicion del material biol6gico empleado para las pruebas

Se utilizaron dos cepas de mosquitos Aedes aegypti: Una cepa susceptible New Orleans
(NO) y una cepa resistente Juan Pablo Il (JP). La cepa NO se obtuvo de una colonia establecida
en la unidad colaborativa para bioensayos entomologicos desde 2012, y originalmente fue
proporcionada por el Centro para el Control de Enfermedades (CDC), Atlanta, EE. UU. La cepa
local de JP se obtuvo de ovitrampas colocadas en el sitio de estudio de la colonia Juan Pablo 11

en 2012 y se mantuvo bajo condiciones de insectario desde entonces. Esta cepa ha sido
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caracterizada previamente con resistencia (frecuencia 10161 del 82% vy frecuencia 1534C del
93%) a los piretroides (Che-Mendoza et al., 2018). Grupos de hembras de 2-4 dias de edad, con

24 horas sin alimentacion sanguinea fueron utilizadas para todas las pruebas.

6.4.3. Dispositivo Skovmand

Con el fin de comparar la integridad quimica (actividad residual) de las MILDs DuraNet
en diferentes tiempos en condiciones de campo, se determin6 el tiempo medio knock down. Los
bioensayos de contacto para la exposicion continua se realizaron utilizando el dispositivo
descrito por Skovmand et al (2008) con modificaciones de Santamaria et al (2016). En este
dispositivo, los mosquitos no tienen espacio para volar en otra superficie, por lo que
permanecieron en contacto permanente con la superficie de las MILDs. El tiempo de caida
promedio (MKDT) se determind mediante la exposicion de grupos de 11 mosquitos hembra a las
MILDs vy se registro el tiempo de la mediana del knock down correspondiente a la sexta hembra
(OMS, 1998; Graham et al., 2005; Kayedi et al., 2007). Se calculo el valor medio de MKDT para
cada grupo de diez repeticiones por tiempo de exposicion a las MILDs. Se realizé un control
negativo (sin insecticida) para cada conjunto de 10 de bioensayos de contacto. EI knock down en
estas pruebas fue cero en todas, asegurando que no hubo efecto de derribo por manipulacion de

las hembras en el dispositivo.

6.4.4. Evaluacion de dafios a MILDs

Con el fin de realizar una evaluacion general de la durabilidad de las MILDs DuraNet, en
términos de la integridad fisica observada en las MILDs instaladas en ventanas después de 6
meses en los domicilios posterior a la intervencion (Che-Mendoza et al., 2018), se visitaron 120

casas intervenidas en Mérida, México para registrar los dafios fisicos mas frecuentes (tabla 2).

El efecto de los dafios fisicos se evalud en tres momentos diferentes de uso de las MILDs
en condiciones de campo: malla nueva, no expuesta, de 6 y 12 meses de uso en campo. Para esto,

los grupos de muestras de MILDs (n = 5) se dafaron deliberadamente de acuerdo con el
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siguiente dafio inducido: i) dafio central, que consiste en un orificio Unico con forma ovalada en
el centro de la red (6 cm2); ii) dafio lateral, que consiste en una forma de tridngulo rectangulo en
una esquina de la red (18 cm2); iii) dafios multiples, consistentes en nueve orificios (1 cm de
didmetro), un orificio ubicado en el centro del cuadrado y ocho unos equidistantes y ubicados a 5
cm del borde. Los primeros simularon los dafios mas comunes observados en condiciones de

campo (Fig. 5). Otro grupo de MILDs no se dafi6 y se us6 como un tratamiento adicional.

Mallas no tratadas dafiadas con un nimero de perforaciones por cm2 similar a las pruebas

de las MILDs, se utilizaron como controles negativos.

6.4.5 Pruebas de tunel

La bioeficacia (mortalidad y éxito en la sangre) de las MILDs con diferentes tiempos de
edad y niveles de dafio se estudio en el laboratorio mediante un tdnel experimental, un
dispositivo de acrilico cubico, modificacion del utilizado por Elissa y Curtis 1995, Chandre et al.
2000, Hougard et al. 2003, Corbel et al. 2004, OMS 2005, Duchon et al. 2007, Vatandoost et.
Alabama. 2013, Santamaria et. al 2016. La dimension del tanel era de 25 cm de ancho, 25 cm de
altura y 60 cm de longitud, con dos mangas de acceso colocadas en los extremos cubiertos con
una malla de poliéster. El tunel consiste en un tunel acrilico cuadrado dividido en partes
desiguales, camara de liberacion (C. L.) con 40 cm de largo, en esta camara los mosquitos fueron
introducidos y liberados al inicio de la prueba. Camara de alimentacion (C. A.) con 20 cm de
largo, en este espacio se introdujeron las modificaciones, se cambio el cebo de un conejillo de
indias por el antebrazo humano de un voluntario, consentimiento informado firmado
previamente por el voluntario, es antebrazo quedaba expuesto y disponible para ser picado por
los mosquitos (figura 5). Las hembras podian volar libremente en el tunel, pero debian entrar en
contacto con la malla (MILD o Control) y localizar un agujero antes de llegar al cebo. Después
de alimentarse con sangre, las hembras generalmente volaban a la seccion final de la jaula y
descansaban. Cada dafio y tiempo neto consisten en introducir 40 hembras de Aedes aegypti
durante 40 minutos, durante este tiempo se observo el paso de las hembras de una cadmara a otra,
se tomd nota del tiempo en que cada hembra pasé individualmente. Una vez que termind el

tiempo de observacidn, se retiraron todas las hembras de cada una de las camaras, se tomd
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registro del estado en los que se encontraban las hembras: alimentadas, no alimentadas, knock
down, se colocaron las hembras en recipientes de recuperacion, con solucion azucarada para
posteriormente tomar registro del knock down a la hora de retiradas y la mortalidad a las 24
horas. Se utilizaron dos tuneles al mismo tiempo, uno con mallas control y otro tdnel con
MILDs, se realizaron cinco repeticiones con cada MILDs, por cada tipo de dafio y cada edad de

la malla.

Tabla 2. Integridad fisica de las MILDs en condiciones de campo y fijas en puertas y

ventanas (120 casas visitadas) en diversos vecindarios de Mérida, México. Se

inspeccionaron un total de 480 MILDs.

36.04% (173) Mallas en buenas condiciones, sin dafios fisicos

visibles.

25.83% (124) Un Unico dafo, localizado préximo al centro de la
malla o en el centro de la malla.

23.95% (115) Un Unico dafo, localizado en una de las esquinas

del marco de aluminio.

6.25% (30) Dos 0 mas agujeros, menores a 2 cm de diametro en
la malla.

5.62% (27) Dos o0 mas agujeros, mayores a 2 cm de diametro en
la malla.

2.29% (11) Marco de aluminio con ausencia total de la malla.

*Dafios seleccionados para evaluacion
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Camara de
liberacion.

Camara de

+% alimentacién

Figura 5.- Uso y funcionamiento del dispositivo de tanel (A-B). Tipos de dafios: C)

Malla sin dafios, D) Dafio de nueve agujeros, E) Dafio lateral, F) Dafio central.

6.5 Indicadores y analisis estadistico.

6.5.1 Muestreos de casas

Se realizaron modelos de regresion logistica (para datos de presencia-ausencia) y
modelos de binomial negativa (para datos de recuento) para cada miembro de la casa en un
grupo de muestreo dado para cada muestreo de evaluacion entomoldgica transversal como
se describe en Manrique-Saide et al. (2015). Se evaluaron los odds ratios (OR) y los indices
de incidencia (IRR) con IC del 95% y se expresé la significacion al nivel del 5%. Los
andlisis se realizaron utilizando STATA 12.0 (Stata Corp, College Station, TX, EE. UU.) Y
el paquete mgcv del software estadistico R (Foundation for Statistical Computing, Viena,
Austria)

6.5.2 Dispositivo Skovmand

El principal indicador de bioensayos de contacto fue MMKDT. Para estimar el

efecto del tiempo de exposicion de las MILDS en el derribo de los mosquitos, se



construyeron modelos de regresion lineal con MMKDT como variable dependiente y el
tiempo de las MILDs como variable independiente.

6.5.3 Prueba de tunel

Para las pruebas de tunel se calcularon los siguientes parametros: inhibicién del
paso de los mosquitos (proporciébn de mosquitos que pasan para alimentarse en
comparacion con las pruebas de control), inhibicién de la alimentacion de sangre (la
reduccion de las hembras alimentadas con sangre, vivas o muertas, en relacion con las
pruebas de control), Knock down a 1 h, y la mortalidad a las 24 h (medida mediante la
combinacion del efecto de caida y la mortalidad de los mosquitos de las dos secciones del
tunel). En el caso de las tasas de mortalidad, si era necesario, se corrigieron utilizando
Abbott (Abbott, 1972). Las pruebas se descartaron si la mortalidad del control superaba el
10% o si el éxito de la alimentacion con sangre del control era inferior al 50%. Para estimar
el efecto de los factores de exposicion netos (tiempo de exposicion y tipo de dafo) en la
inhibicion del paso de mosquitos (bloqueo), los modelos de regresion de Poisson se
construyeron con estos parametros como dependientes y uno de los factores de exposicion
como variables independientes. Los andlisis se realizaron utilizando STATA 12.0 (Stata
Corp, CollegeStation, TX).

6.6 Percepcion y aceptacion de las MILDs en la poblacion de estudio.

Este estudio sobre aceptacion social y eficacia percibida del proyecto “Casa a
prueba de Aedes aegypti”, se llevo a cabo durante el mes de febrero de 2017 en la colonia
Juan Pablo Il. Para esto, se disefid una encuesta cuyo objetivo consistié en evaluar los
motivos por los cuales las familias aceptaron participar en la intervencion “Casa a prueba
de Aedes aegypti”, asi como conocer la eficacia percibida respecto de este método
innovador para la reduccion de mosquitos en los hogares, se definieron topicos, preguntas y
formas de abordaje de los participantes para la investigacién formal a las familias dentro

del &rea de estudio.
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La poblacion total participante que cuenta con mallas mosquiteras del proyecto es de 500,
sin embargo, para el estudio de percepcion solo se lograron encuestar a 140 familias de la
cohorte situada dentro de los clusters tratamiento. La razon de esta seleccion obedece a la
disponibilidad de las familias para responder a las preguntas. Todas las personas
entrevistadas fueron mujeres, amas de casa, entre 35 y 50 afios de edad. La razon de que no
se haya podido entrevistar a varones radica en que éstos se encontraban trabajando al

momento de la aplicacion de la encuesta.
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7. RESULTADOS.

7.1 Impacto de las MILDs en mosquitos de Aedes aegypti adultos

El nimero total de mosquitos recolectados descansando dentro de las casas de
Mérida durante el periodo de estudio fue de 609 de los cuales Aedes aegypti fue la mas
abundante (75.3%, 2453, 2149), seguido por Culex especies (24%, 713, 759) y
Ochlerotatus especies (0.7 %, 4%). Los Frecuencia relativa de estas especies fue alta
durante la temporada de lluvias en octubre 2016 (68.1%) en comparacion con la estacion
seca de mayo de 2016 (7.2%) y mayo de 2017 (24.6%). La proporcién de sexos de la
especie mas abundante observada fue cercanaa 1: 1. (1.19: 1.2 &).

Los resultados de la colecta de Aedes aegypti adultos hechas en mayo 2016
(estacion seca) y despueés de seis meses (temporada de lluvias) y doce meses (estacion seca)

después de la intervencion con MILDs se muestran en Tablas 3.

Durante los muestreos basales, niveles de infestacion similares (sin diferencias
estadisticas, P> 0.05) fueron cuantificados en ambos brazos de estudio. En las colectas
posterior de la estacion hiumeda (6 meses PI), se observaron diferencias significativas (P
<0.05) en la positividad (presencia) para hembras adultas (OR =0.15, 95% CI 0.081-0.26, P
<0.001) y hembras alimentadas con sangre (OR = 0.18, 95% CI 0.097-0.325, P =<0.001).
Diferencias significativas tanto para hembras adultas (OR = 0.21, IC del 95% 0.12 -0.36, P
=< 0.001) y hembras alimentadas con sangre (OR = 0.24, 95% CI 0.133-0.442, P =<0.001)
se observaron afio después de la instalacion de las MILDs en la préxima estacion seca
(Tabla 3).

Del mismo modo, se observaron reducciones significativas en la abundancia en el
interior de Aedes aegypti totales y alimentadas con sangre, inmediatamente y durante el afio
siguiente Pl (Tabla 3). En el muestreo Posterior a la estacién lluviosa, se observaron
diferencias significativas en la abundancia de hembras adultas (IRR=0.12, 95% CI 0.061-
0.249, P =<0.001) y hembras de sangre (IRR=0.16, 95% CI 0.081-0.298, P <0,001) y
también diferencias significativas (IRR = 0.19, 95% CI 0.114-0.309, P <0.001 y IRR =
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0.23, 95% CI 0.133-0.4, P <0,001) fueron observadas un afio después de la instalacién de
las MILDs en la proxima estacion seca (Tabla 3).

Los indicadores entomoldgicos para adultos de Aedes aegypti para dos muestreos
posteriores a la intervencion durante un afio se muestran en la Tabla 3. Durante el muestreo
previo a la intervencion se cuantificaron niveles de infestacion similares (no

estadisticamente significativos) en ambos grupos de estudio.

7.2 Impacto de las MILDs en casas con pools de hembras de Aedes positivas para

arbovirus.

El nimero de casas con pools de Aedes para el diagndstico de arbovirus se muestra
en la Tabla 4. De las 900 casas muestreadas durante el estudio, el 19% (171/900) fue
positivo para mosquitos adultos. Un grupo de adultos (todos los mosquitos adultos
recolectados dentro de la casa) de cada una de estas casas fueron analizados para el
diagnostico de virus DEN / CHIK / ZIK. Un total de 146 grupos (85.4%) fueron positivos
para arbovirus: 84.8% (145/171) fueron positivos para el virus ZIK y 0.6% (1/171) fueron

positivos para los virus ZIK / CHIK. Todos los grupos fueron negativos al virus DEN.

Los modelos de regresion logistica que tienen en cuenta la membresia de cada casa en un
grupo de muestreo determinado (célculo de SE robusto por grupos) se calcularon
considerando todas las casas muestreadas en cada encuesta (150 casas en cada grupo por
encuesta). Las casas negativas para Aedes fueron consideradas negativas para el arbovirus.
Una casa se considero positiva cuando el grupo de Aedes fue positivo al menos un virus.
Durante la encuesta previa a la intervencidn, no se observaron diferencias significativas en
la positividad de las casas al arbovirus entre brazos (OR = 0,59; IC del 95%: 0,06 a 5,56; P
=0,65). En la siguiente temporada de lluvias, PI, se observaron diferencias significativas en
la positividad para arbovirus (OR = 0.15, IC 95% 0.07-0.31, P <0.001). Un afio después de
la instalacion de ITS (estacion seca), estas diferencias siguieron siendo significativas (OR =
0.27, 1C 95% 0.16-0.44, P <0.001).
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Tabla 3. Comparacion entre los tratamientos (MILDs) y mallas sin insecticida

(control) media de los grupos y error estandar de la media (SE) para los indicadores

entomoldgicos de Aedes en Juan Pablo Il Casas (n = 900) en Mérida, México. Odds

ratios (OR) y tasa de incidencia (IRR) con 95% intervalos de confianza para los datos

de presencia-ausencia (casa positiva para Ae. aegypti) y datos de conteo (Ae. aegypti

por casa) respectivamente para cada muestreo entomolégico por tratamiento.

Valor de

Muestreo  Tratamiento Media
Casas positivas para hembras de Aedes.

SE(media)

P

95% I.C.

Basal Control 0.03 0.01 0.49 0.53 0.054-4.471
ITS 0.01 0.01

6 meses Control 0.43 0.04 0.15 0.00* 0.081-0.26
ITS 0.10 0.02

12 meses Control 0.17 0.03 0.21 0.00* 0.121-0.36
ITS 0.04 0.02

Casas con Aedesalimentadas.

Basal Control 0.03 0.01 0.49 0.53 0.054-4.471
ITS 0.01 0.01

6 meses Control 0.37 0.04 0.18 0.00* 0.097-0.325
ITS 0.09 0.02

12 meses Control 0.15 0.03 0.24 0.00* 0.133-0.442
ITS 0.04 0.02

Valor de

Muestreo  Tratamiento Media
Aedes hembras por casa

SE(media)

P

95% C.I.

Basal Control 0.07 0.05 0.20 0.18 0.019-2.071
ITS 0.01 0.01

6 meses Control 0.97 0.14 0.12 0.00* 0.061-0.249
ITS 0.12 0.03

12 meses Control 0.21 0.04 0.19 0.00* 0.114-0.309
ITS 0.04 0.02

Aedes alimentadas por casa.

Basal Control 0.06 0.04 0.22 0.20 0.022-2.247
ITS 0.01 0.01

6 meses Control 0.69 0.10 0.16 0.00* 0.081-0.298
ITS 0.11 0.03

12 meses Control 0.17 0.04 0.23 0.00* 0.133-0.4
ITS 0.04 0.02

Tabla 4. Comparacién entre pools tratados (MILDs) y no tratados (control) en casas

con “pools” de deteccidn de Aedes y arbovirus en Juan Pablo Il en Mérida, México.
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Casas positivas para | Casas con Modelo de regresion
Casas Aedes pzc;l;e(:e logistica
Muestreo Tratamiento neg:f’lg/as nezgi)il\slos p(?s?t?llsos pos;tri\;os or valor 659 C.|
Aedes para para a rlg ovirus deP o
arbovirus arbovirus (%)
Basal Control | 143 2 5 3.3% 059 065 0.063-5.559
MILDs 147 0 3 2.0%
6 meses Control | 62 17 71 47.3% | 0.15% 0.000 0.074-0.31
MILDs 129 3 18 12.0%
12 meses Control | 110 3 37 24.7% |0.27% 0.000  0.16-0.44
MILDs 138 0 12 8.0%
Total 729 25 146 16.2%

7.3. Dispositivo Skovmand.

Los resultados de los bioensayos de contacto mostraron que el MMTKD para ambas
cepas aumentd con la edad de las MILDs, lo que sugiere que la actividad residual del
insecticida se redujo significativamente con el tiempo de exposicion en condiciones de
campo (Tabla 2). En todas las edades de MILDs, la cepa resistente al campo mostro un

MMTKD mayor en comparacion con la cepa susceptible.

7.4. Blogueo e inhibicion de la alimentacion sanguinea

Las MILDs y mallas sin insecticida sin ningun dafio fueron altamente efectivas (99-
100%) para evitar que los mosquitos pasen a traves de la red y en impedir la alimentacion
sanguinea en ambas cepas, independientemente de la edad de las mallas. El éxito en la
alimentacion sanguinea en la prueba de control (utilizando redes no tratadas con diferentes
dafios/edad) registr6 un promedio de 68.5% (13.8 + SD, valor minimo 50.7%, valor

méaximo 88.3%) en todos los tratamientos y cepas.

El tipo de dafio fue el principal factor de exposicion que afectd tanto el bloqueo como la
inhibicion de la alimentacion sanguinea, siendo el dafio lateral, que registré del bloqueo

méas bajo (Tabla 5). Cuando se compara con el "dafio lateral”, el bloqueo aumenta
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significativamente 1.5 veces en el dafio de 9 huecos (95% CI, 1.3-1.7) y 1.9 veces en el
dafio central (95% CI, 1.8-2.2); en la cepa susceptible, el bloqueo aument6 2.1 y 2.9 veces
en el dafio de 9 huecos (IC 95%, 1.8-2.4) y dafio central (IC 95%, 2.6-3.4) en comparacion
con el dafio lateral. Aunque ligeramente, en la mayoria de los casos, la cepa resistente fue
menos capaz de pasar a través de la red en comparacion con la cepa susceptible (% elevado
de bloqueo) en comparacion con la cepa susceptible.

También se observd una tendencia similar para el resultado de la inhibicién de la
alimentacion sanguinea (Tabla 5). Los valores de inhibicion de la alimentacion sanguinea
estuvieron relacionados con los valores de bloqueo en la cepa de resistencia; pero en la
cepa susceptible, la inhibicion de la alimentacion de sangre fue mas alta en comparacion
con el bloqueo lo que sugiere que el comportamiento de alimentacion podria verse mas

afectado en la cepa susceptible.

Estos resultados mostraron que, en comparacion con las mallas no tratadas, las MILDs
siempre registraron el mayor bloqueo e inhibicidn de la alimentacion sanguinea en ambas

cepas de mosquitos, lo que sugiere un efecto disuasivo / repelente de las MILDs.

Tabla 5. Medias para las medianas del tiempo knock down (MMKDT) observados
cuando dos cepas de Aedes aegypti estaban continuamente expuestas a un periodo de
edad de las MILDs en Mérida, México.

Edad de las MILDs MMKDT (95% C. I.) Valor de P
NO cepa susceptible
Nueva, no expuesta 6.95 (5.32-8.58) Reference
6 meses 7.51 (7.16-7.85) 0.422
12 meses 9.24 (8.69-9.79) 0.001*
JP cepa resistente
Nueva, no expuesta 8.56 (7.71-9.40) 0.022*
6 meses 9.36 (8.74-9.98) 0.001*
12 meses 15.43 (14.25-16.60) 0.001*

7.5 Knockdown y mortalidad.
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En todas las pruebas con mallas control, la caida fue cero, lo que garantiza que no
exista un efecto de derribo por manipulacion de los mosquitos dentro del dispositivo.
Nueve de las 120 pruebas de control (6 para la cepa susceptible y 3 para la cepa resistente)
registraron una mortalidad de menos del 10% (entre 7-8%).

Tanto la edad de las MILDs como el tipo de dafio afectaron el derribo en ambas
cepas (Tabla 6). El derribo registrado para la cepa resistente fue del 52% cuando se expuso
a una MILD nueva no expuesta, y cuando las MILDs tenian edades de 6 a 12 meses, la
proporcién de derribo disminuyo6 significativamente del 25 al 15% (P = 0,001). En la cepa
susceptible, inicialmente la caida fue del 81%, disminuyendo al 78% a los 6 meses y al
74% a los 12 meses de edad. Las mallas no dafiadas registraron el mayor derribo en ambas
cepas, resistente (44%) vy susceptible (84%), y disminuyeron significativamente
principalmente en el dafio central y lateral (de 26 a 23% en cepa resistente y de 72 a 71 en
la cepa susceptible).

Como el derribo, la mortalidad se vio afectada por la edad de las mallas y el tipo de
dafio de manera similar en ambas cepas; la mortalidad decayo con el tiempo y por el grado

de dafio, principalmente por el dafio central y lateral.

Los resultados mostraron que la resistencia afectd la eficacia de la MILDs,
registrando una bajo derribo y mortalidad en la cepa resistente en comparacion con la
susceptible. Interesantemente, la mortalidad fue similar o superior a la caida en la cepa

resistente, pero siempre menor que la caida en la cepa susceptible.
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Tabla 6. Analisis del factor de exposicién de las mallas utilizando modelos de

regresion de Poisson construidos con bloqueo y la alimentacion sanguinea como

variables dependientes, edad de las mallas y tipo de dafio usados como variables

independientes para las muestras de mallas de la ciudad de Mérida. La categoria "'Sin

dafos' no se considero en el analisis.

Cepa/
Factor de
exposicion de la
malla

Bloqueo

Inhibicion de la alimentacion
sanguinea

Media (95% C.1.) RR (95% C.1.)*

Media (95% C.1.)

RR (95% C.1.)*

Cepa resistente

Edad de la malla

Nueva, no expuesta 49.1% (29.8-68.4) 1 49.6% (30.0-69.2) 1
6 meses de uso 41.7% (24.9-58.5)  0.85 (0.8-0.9)*  44.7% (28.1-61.4) 0.9 (0.8-1.0)*
12 meses deuso  54.1% (37.8-70.5) 1.1 (0.9-1.2) 56% (39.4-72.6) 1.1 (1.0-1.2)*
Tipo de dafio
Lateral 32.4% (17.1-47.7) 1 32.9% (17.3-48.4) 1
Nueve huecos 48.7% (34.5-62.9) 15(1.3-1.7)* 51.8% (38.1-65.5) 1.6 (1.4-1.8)*
Central 63.9% (45.2-82.5) 1.9 (1.8-2.2)* 65.7% (47.0-84.3) 1.9 (1.8-2.2)*
Cepa susceptible
Edad de la malla
Nueva, no expuesta 54.9% (43.5-66.2) 1 65.2% (54.2-76.2) 1

6 meses de uso
12 meses de uso
Tipo de dafio
Lateral
Nueve huecos
Central

36.1% (20.9-51.4)
35.7% (16.3-55.1)

20.9% (9.9-31.8)
43.5% (27.7-59.2)
62.4% (49.6-75.2)

0.66 (0.6-0.7)*
0.65 (0.6-0.7)*

1
2.1 (1.8-2.4)*
2.9 (2.6-3.4)*

44.7% (27.0-62.4)
48.9% (26.4-71.3)

29.5% (14.8-44.2)
53.2% (34.1-72.2)
76.1% (67.2-84.9)

0.69 (0.6-0.8)*
0.75 (0.7-0.8)*

1
1.8 (1.6-2.0)*
2.6 (2.3-2.9)*

! RR=rate ratio, estimado con modelos de regresion de Poisson.

* P<0.001; Significativo P=0.052
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Tabla 7. Analisis del factor de exposicion de las mallas utilizando modelos de

regresion de Poisson construidos con % de derribo a la hora y % de mortalidad a las

24 h como variables dependientes, y edad de las mallas y tipo de dafio como variables

independientes para las muestras de mallas de la ciudad de Mérida.

Cepa/
Factor de
exposicion de la
malla

Knock down

Mortalidad

Media (95% C.L)

RR (95% C.L)!

Media (95% C.L)

RR (95% C.L)!

Cepa resistente

Edad de las mallas
Nueva, no expuesta
6 meses de uso
12 meses de uso

Tipo de dafio
Sin dafio
Lateral
Nueve huecos
Central

51.9% (40.4-63.3)
24.6% (18.5-30.7)
15.3% (11.1-19.5)

43.6% (28.3-58.9)
23.5% (13.9-33.0)
29.4% (16.6-42.2)
26% (16.0-35.9)

1
0.47 (0.4-0.5)*
0.29 (0.3-0.3)*

1
0.54 (0.5-0.6)*
0.67 (0.6-0.8)*
0.59 (0.5-0.7)*

57.7% (47.2-68.2)
29.0% (23.8-34.3)
14.8% (10.5-19.1)

43.3% (27.3-59.2)
23.1% (14.6-31.6)
37% (21.3-52.7)
32.1% (23.6-40.5)

1
0.50 (0.5-0.6)%
0.26 (0.2-0.3)*

1
0.53 (0.5-0.6)*
0.85 (0.8-0.9)
0.74 (0.7-0.8)

Cepa Susceptible

Edad de las mallas
Nueva, no expuesta
6 meses de uso
12 meses de uso

Tipo de dafio
Sin dafio
Lateral
Nueve huecos

Central

81.3% (73.9-88.7)
78.5% (71.6-85.5)
74.3% (62.4-86.4)

84.2% (76.9-91.4)
70.8% (64.9-76.8)
85.1% (78.4-91.7)
72.1% (55.2-89.1)

1
0.97 (0.9-1.0)
0.91 (0.8-0.9)*

1
0.84 (0.8-0.9)
1.0 (0.9-1.1)
0.86 (0.8-0.9)*

74.6% (65.3-83.9)
72.3% (64.1-80.5)
59% (46.7-71.3)

79.9% (71.6-88.2)
55% (46.3-63.7)
74.3% (64.0-84.5)
65.4% (48.7-82.0)

1
0.97 (0.9-1.0)
0.73 (0.7-0.8)*

1
0.69 (0.6-0.7)*
0.93 (0.9-1.0)
0.82 (0.7-0.9)*

! RR=rate ratio, estimado con modelos de regresién de poisson,

* P<0.001

7.6 Aceptacion del proyecto “Casa a prueba de Aedes aegypti”

Las razones que proporcionaron las personas encuestadas para haber aceptado a

participar fueron variadas, entre las cuales se identificaron tres como principales. Primera,

el 38% consideraron como algo muy importante la reduccién de mosquitos al interior de

sus viviendas; esto fue debido a que las familias manifestaron la abundante cantidad de

mosquitos que habia en sus hogares, pero también al hecho de que percibieron la misma
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colonia como un lugar infestado de estos insectos en espacios publicos, calles y drenajes.
Segunda, el 27.41 % manifestd tener una preocupacion por los brotes de Dengue,
Chikungunya y Zika en su colonia, asi como en toda la ciudad de Meérida. Tercera, el
23.57% acepto participar debido a que otra persona que de su colonia que ya formaba parte

de la intervencion le coment6 los beneficios y la eficacia de la malla con insecticida.

7.6.1 Aceptacion del proceso de instalacion de mallas

Respecto al proceso de instalacion de las mallas mosquiteras, el 91.43 % de los
participantes se mostraron satisfechos, mientras que el resto manifesté algin tipo de
inconformidad con el proceso. La principal razén de descontento fue el tiempo de espera
prolongado al que estuvieron sujetas estas familias para la instalacion de las mallas, ya que
estas familias fueron las ultimas en recibir la instalacion de las mallas en sus domicilios. El
equipo técnico les explicd durante sus visitas a la colonia que habia un cronograma de

trabajo que se habia establecido por parte de la coordinacion del proyecto.

7.6.2 Presencia de mosquitos en las viviendas

La percepcion general respecto a la reduccion de mosquitos en las casas fue
percibida por los participantes como muy significativa calificando el método de las mallas
con insecticida como muy eficaz (100%). EIl 58% de los hogares manifestaron la ausencia
total de mosquitos al interior de sus hogares después de las mallas, mientras que el 40%
comentd que aun habia mosquitos, aunque en un ndmero mucho menor previo a los
mosquiteros del proyecto. Una de las apreciaciones de los participantes fue que siempre
habra mosquitos en todos lados, pero que seria de gran ayuda que se vaya disminuyendo o
eliminando a estos insectos en las viviendas. Con esto, las familias consideraron que la
mejora de la vivienda es uno de los pasos importantes en materia de prevencion para la

salud del hogar.
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7.6.3 Percepcion sobre infecciones por ETV

Un factor importante identificado en el estudio fue que el 91.43% de los tutores de
las familias participantes reportaron que no han observado que alguien en su hogar haya
presentado sintomas sospechosos a Dengue, Chikungunya o Zika posteriormente a la
instalacion de las MILDs.

7.6.4 Percepcion sobre aumento de calor en viviendas

El incremento de calor en las viviendas debido a las mallas mosquiteras ha sido uno
de los factores identificados en diversos estudios como la razén por la cual las personas
rechazan el uso de este método de prevencion. Sin embargo, en el presente estudio se
evidencio que el 77.14% reportd un nulo aumento de calor en sus casas por las mallas del
proyecto. El resto manifestd un ligero incremento, pero relacionado a horas especificas
como el medio dia, momento en el cual se percibe mayor calor en los domicilios. Cabe
aclarar, que debido al tipo de estructura predominante en las viviendas de fraccionamientos
habitacionales como Juan Pablo Il, estas tienden a absorben altas cantidades de calor
durante el dia, el aumento de la temperatura se puede atribuir también a que dichas
viviendas permanecen cerradas la mayor parte del dia, esto dificulta que el calor se disipe

durante la tarde-noche.

7.6.5 Prevencion contra ETV

El 96.43% de los participantes consideraron que las mallas mosquiteras
impregnadas con insecticida del proyecto “Casa aprueba de Aedes aegypti”, son un método
efectivo para la prevencion de enfermedades transmitidas por mosquitos como el dengue,
chikungunya y Zika. Esto quiere decir que las mallas son consideradas como un factor

protector.
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7.6.6 Sugerencias y recomendacion para escalamiento

El 100% de los participantes de la intervencién recomendaron que dicho proyecto se
replique en otras areas de la ciudad de Mérida para que disminuyan las enfermedades
transmitidas por mosquitos. Incentivando el escalamiento de las mallas impregnadas con

insecticida con comentarios positivos del proyecto.
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8. DISCUSION

Las diversas estrategias tradicionales para el control y reduccién de la poblacion de
mosquitos como el Aedes aegypti, como la fumigacion con maquina pesada ULV, el
control de criaderos, asi como la participacién social, han tenido un impacto entomoldgico
considerable en este vector, reduciendo las poblaciones de mosquitos en sitios de alta
transmision de enfermedades, asi mismo se han mantenido como las estrategias
predominantes en los Gltimos afios. Sin embargo, como cualquier estrategia de control, su
alcance y cobertura se han visto limitadas por diversos factores, como lo son la resistencia
de los vectores a los agentes quimicos empleados, la inseguridad presente en algunas zonas
de altos riesgo entomoldgico e incluso la falta de participacion de los pobladores en las
estrategias de control. Actualmente la innovacion técnica en cuanto al tratamiento de
materiales con insecticida ha tomado gran impulso como estrategia sustentable y costo-
efectiva para el control de Ae. aegypti, si bien estas innovaciones no vienen a sustituir a los
métodos tradicionales, ha demostrado ser eficaces y generar impactos en la reduccion de las
poblaciones de mosquitos, esto sirve para reforzar otros mecanismos usados para la
reduccion del mosquito por parte de las instituciones gubernamentales (Kroeger et al 2006;
Vanlerberghe et al 2011; Rizzo et al 2012).

En un estudio previo que se realizd en la ciudad de Meérida en México (Che-
Mendoza et al.,, 2018), se encontrd que una casa protegida con MILDs en puertas y
ventanas tenia al menos un 50% menos de probabilidades de tener Ae. aegypti hembras y
Ae. aegypti hembras alimentadas en comparacion con una casa no protegida durante un
periodo de estudio de 2 afios, esto coincide con los resultados obtenidos en este estudio, las
casas protegidas con MILDs presentaban una menor abundancia y presencia de mosquitos
hembras y mosquitos hembras alimentas en comparacién con las casas que no contaban con
la proteccion de las MILDs, esto permite que se dé la reduccion en el contacto vector-
humano. Al reducir el contacto entre las personas y los vectores este estudio también
muestra evidencia de la reduccion en el nUmero de casas infectadas para arbovirosis, esto
muestra evidencia de que las MILDs también juegan un papel en la reduccion de mosquitos

infectados y por lo tanto una reduccion en el nimero de casos que se pudieran presentar en
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el area tratada con estos materiales; las viviendas donde se llevo a cabo la instalacion de
MILDs tienen al menos un 73% menos de probabilidad de tener mosquitos infectados con

arbovirosis en el interior.

Los bioensayos de cono propuestos en los manuales de la OMS para determinar el
efecto residual de las mallas en condiciones de campo no mostraron resultados muy
satisfactorios en el estudio realizado en Mérida, México (Che-Mendoza et al., 2018): la
actividad residual del insecticida en las mallas DuraNet fue alta en las mallas utilizadas
cuando eran nuevas, utilizando cepas susceptibles, lo que cumple los criterios de eficacia de
la OMS, pero el efecto de derribo (54-65%) y la mortalidad (71-80%) fueron bajos en las
diferentes edades de las MILDs (6, 12, 18 y 24 meses). Aun mas, hubo evidencia de
resistencia a los insecticidas a los piretroides en la poblacion resistente de Aedes (Che-
Mendoza et al., 2018). Teniendo en cuenta que la eficacia en campo de las MILDs puede
subestimarse si se basa Unicamente en los bioensayos de cono de la OMS (Itoh, 2005),
surge la pregunta de si los efectos de proteccion de la MILD DuraNet pueden atribuirse a
sus propiedades quimicas o constituyen simplemente una barrera fisica. En el presente
estudio, la bioeficacia de DuraNet LLIN, distribuida como ITS en la ciudad de Mérida, se
evaluo en el laboratorio para evaluar su eficacia real en el comportamiento de busqueda de

Aedes por un hospedero.

Las primeras pruebas realizadas se basaron en la exposicion continua de mosquitos
Aedes a las mallas impregnadas con insecticida mediante bioensayos de contacto (OMS,
1998, 2006). EI MKDT en las MILDs DuraNet nuevas sin lavar estaba alrededor de 417 s
en Ae. aegypti cepa susceptible. Este tiempo es comparable al obtenido en bioensayos de
contacto con especies de cepas susceptibles a Anopheles utilizando diferentes tipos de
MILDs que varian entre 230-549 s (Graham et al., 2005; Kayedi et al. 2007, 2008, 2009;
Skovmand et al. 2008). Particularmente para DuraNet MILD sin lavar, se ha informado un
MKDT de 300 s en An. cepa susceptible (Sood et al., 2014). No hay otros estudios sobre
MKDT en MILDs utilizando Ae. aegypti.
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En este estudio se observo una actividad insecticida reducida a lo largo del tiempo,
aumentando el MKDT hasta 554 s en DuraNet MILD de 12 meses de edad. También se ha
informado de una actividad insecticida reducida en los mosquitos Anopheles utilizando la
misma técnica de bioensayo (Kayedi et al., 2007b). Los resultados de este estudio
confirmaron que el tiempo de exposicion a las condiciones de campo es un factor
importante que afecta la biodisponibilidad del ingrediente activo del insecticida en la
superficie de la MILD DuraNet; en contraste con lo observado en otros tipos de MILDs, el
informe de actividad insecticida es consistente (en términos de derribo y tasas de
mortalidad) en Ae. aegypti cepa susceptible con el tiempo, pero utilizando bioensayos de
cono de la OMS (Rizzo et al., 2012; Vanlerberghe et al., 2010).

A pesar de esto, los bioensayos de contacto podrian ser mas informativos que los
bioensayos de cono de la OMS, particularmente cuando se prueban mallas impregnadas con
insecticidas con propiedades de repelencia (Achee et al. 2009). Los bioensayos de contacto,
en contraste con el bioensayo de cono de la OMS estandar (OMS 2005, 2006), obligan a un
mosquito a entrar en contacto con mallas tratadas, lo que tiene una relevancia particular
considerando que los mosquitos Aedes podrian experimentar multiples contactos sobre la
superficie neta durante el comportamiento de bldsqueda natural del huésped, dando como
resultado una mayor dosis acumulativa de insecticida. Si bien nuestros objetivos fueron
medir la actividad residual basada en MKDT, el derribo y la mortalidad a las 24 h podrian
estimarse utilizando esta técnica, que también es recomendada por la OMS (OMS, 1998,
2006), ya que ofrece mayores tasas de derribo y mortalidad que las pruebas de conos de la
OMS, y mejor precision del tiempo de exposicion (Denham et al. 2015; Oxboroughet al.
2009).

El segundo conjunto de pruebas consistio en bioensayos en tuneles (OMS, 2013) y
se realizaron para proporcionar informacion adicional sobre la mortalidad, la inhibicién de
la alimentacion sanguinea y el efecto excito repelente de las MILDs DuraNet. En general,
los resultados utilizando la cepa susceptible de Ae. aegypti mostré una inhibicion de la
alimentacion sanguinea y una mortalidad inferior al 90% en la MILD DuraNet nueva sin

lavar, que no cumplié con los criterios de eficacia de la OMS (mortalidad > 80% e
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inhibicion de la alimentacion de la sangre >90%) para la prueba de tinel (OMS, 2013). Un
tema importante que se debe mencionar es que en este tipo de pruebas, la OMS establece el
uso de animales vivos como cebos (generalmente un conejillo de indias o un conejo para
Anopheles) expuestos durante al menos 15 h (OMS 2011, 2013). Muchos de los estudios
publicados sobre la evaluacién de la eficacia de las MILDs utilizando cebos de animales en
pruebas de taneles se basan tipicamente en poblaciones de vectores de malaria (Bayili et al.
2017; Massue et al. 2019). Como se sabe Ae. aegypti es una especie de mosquito
fuertemente antropofila. Por esa razén, en la prueba de tunel para este estudio se decidid
usar el antebrazo de un voluntario como cebo, y se asegurd de que los resultados de las
pruebas fueran lo mas realistas posible.

De manera similar, Denham y cols (2015) propusieron el uso de los brazos y la
respiracion de los humanos como atrayente para los mosquitos Ae. aegypti y los brazos
como una fuente potencial de alimento en una prueba de tdnel bidireccional, brindando
mallas sin tratar versus mallas tratadas como opciones para los mosquitos en la misma
prueba de tunel (la camara de liberacion se ubicd entre las dos camaras de alimentacion).
Usando esta técnica encontraron que el éxito en la alimentacion sanguinea y la mortalidad
de Ae. aegypti se ven afectados significativamente por las MILDs (DuraNet® vy
NetProtect® nuevas y sin lavar) en comparacion con las mallas no tratadas utilizando una
cepa susceptible y se ven draméaticamente afectadas por la resistencia. Particularmente para
la MILD DuraNet, observaron una inhibicién de la alimentacién sanguinea alrededor del
80% vy al 21% (en relacion con el control no tratado) en la cepa susceptible y resistente,
respectivamente, después de 10 minutos de exposicion al cebo. No informaron sobre la

caida y la mortalidad en las pruebas de tunel.

En comparacion con Denham y cols (2015), los resultados de esta investigacion
mostraron un bajo nivel de inhibicién de la alimentacion sanguinea y mortalidad en la cepa
susceptible a través de diferentes factores de exposicion (32-66% y 55-80%
respectivamente). Esta diferencia en comparacion con el estudio de Denham (2015) es que
se utilizé solo un antebrazo como cebo durante méas tiempo de exposicion (40 min), lo que

probablemente da mas posibilidades de que los mosquitos pasen por las mallas.
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Algo que es importante sefialar en nuestro estudio, fue el hecho de que los dafios
laterales en la prueba de tanel mostraron el peor desempefio en la inhibicién de la
alimentacion sanguinea y la mortalidad. El dafio lateral probablemente fue Ilo
suficientemente grande como para que los mosquitos eviten el contacto con la MILD, en
contraste con los otros tipos de dafios inducidos probados. Curiosamente, la mayor parte del
dafio (56%) encontrado en condiciones de campo a los 6 meses fue >1 hoyos mas pequenos
que 2 cm, por lo que las MILDs podrian haber estado ejerciendo sus efectos letales y
repelentes en los mosquitos que aterrizaron en las mallas en su lucha por atravesar un

pequefio agujero.

En general, aunque se obtuvieron resultados contrastantes en comparacion con otros
estudios, se considera que a pesar de la baja integridad quimica de DuraNet LLIN, el efecto
quimico remanente seguiria contribuyendo a matar y repeler mosquitos. Estos resultados
también proporcionan informacion sobre la repelencia, la inhibicion de la alimentacion
sanguinea y la mortalidad en mayor o menor grado, segun el nivel de dafio de las MILDs.
En este sentido, las MILDs siempre son mas protectoras contra los mosquitos Aedes que las
mallas no tratadas. Sin embargo, como se observd, estos efectos positivos se ven
draméaticamente afectados por la resistencia. En el tanel, los ensayos bioldgicos dejaron en

claro que las MILDs no pudieron eliminar la cepa local altamente resistente.

El presente estudio describid cémo dos técnicas de bioensayo de la OMS podrian
adaptarse para ser utilizadas para evaluar la eficacia de las MILDs (actividad insecticida
residual y propiedades repelentes) utilizando mosquitos de Ae. aegypti, pero también se
sefiald la necesidad de contar con un protocolo de bioensayo estandarizado para esta

especie.

Respecto a las medidas empleadas por décadas para el combate de los mosquitos, la
aceptacion social de la sociedad se ha da dado de forma paulatina, caso contrario para
nuevos métodos que requieren un proceso de sensibilizacién y socializacién educativa

hacia la poblacion. Para el caso de la Malaria, Zika y Dengue, el uso de mallas mosquiteras
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ha sido una alternativa hasta cierto punto exitosas en cuando a la aceptacion de la
comunidad y también ha evidenciado un impacto entomoldgico (Guyatt et al 2004; Hill et
al 2014; Gyapong et al 1996; Gamble et al 2007; Adongo et al 2005; Paz-Soldan et al
2016). En este estudio la aceptacion inicial de la intervencion requirié de un esfuerzo
constante y paulatino, esto debido a que los pobladores tenian cierto grado de escepticismo
a si la intervencion seria real, teniendo que superar obstaculos como el hecho de que otros
pobladores pensaran que seria algun tipo de engafio y haciendo que estas dudas llegaran a
otros miembros de la comunidad, el uso de casas muestra permitié que la comunidad
conociera y aceptara la intervencion antes de que esta se pusiera en marcha, también

permitié que la comunidad tenga cierto grado de confianza en el futuro de la intervencién.

Otro factor importante que debe ser tratado con cuidado en futuras intervenciones es
el tiempo de despliegue de la intervencion, los pobladores que demostraron algun tipo de
inconformidad lo hicieron en base a que fueron los ultimos en recibir la instalacion, esto
debido a que eran los Gltimos en ser anexados en el listado de personas que recibirian la
intervencién, la inconformidad fue mayor cuando estos habitantes de la comunidad
observaban casas donde la intervencion ya habia sido realizada, por esto es importante
trabajar mas de cerca con la comunidad para poder concientizarlos de las limitantes de

tiempo para la intervencion y evitar futuras inconformidades.

En los Estados de Guerrero y Yucatan, pese a las diferencias geograficas, comparten
similitudes climéticas que propician la propagacién de enfermedades transmitidas por
vector. La poblacion en las areas de Ciudad Renacimiento y Zapata, Fraccionamiento
Manzana 115 y Colonia Juan Pablo Il destacan por tener preocupaciones comunes:
desconfianza e inseguridad, percepcion de riesgo por los brotes de mosquitos, percepcion
de riesgo por las enfermedades transmitidas por vector, dificultades para la colaboracion
vecinal y la creciente necesidad de colaboracién con la Secretaria de Salud. Estas
preocupaciones también pueden ser factores que afecten desfavorablemente a la
implementacion de la intervencidn, esto debido a que limita el acceso a los domicilios y el

trabajo dentro de ellos, por eso es importante trabajar con la comunidad de manera cercana
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para superar estas barreras y poder ganar la confianza de la comunidad para el éxito de

estas intervenciones.
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9. CONCLUSIONES

La implementacion de la estrategia “Vivienda Segura”, mostro resultados positivos
para la reduccién tanto de la abundancia como de la prevalencia de Aedes aegypti dentro de
las viviendas, asi mismo también ha demostrado la reduccion en la circulacion de
mosquitos infectados dentro de los domicilios, con esto las mallas tratadas con insecticida
muestran una vez mas ser una herramienta efectiva para el control de enfermedades

transmitidas por vector.

El efecto esperado en este tipo de estudios al proteger las casas con MILDs fue
trabajar en el mejoramiento de la vivienda con la ayuda de una barrera fisica y
adicionalmente con una barrera quimica. A la luz de este estudio los resultados en los
bioensayos de laboratorio, se llego a la conclusion de que las propiedades quimicas de la
MILD DuraNet en condiciones de campo se ven afectadas tanto por la perdida de poder
insecticida como por la resistencia de las poblaciones de Aedes a los insecticidas basados
en piretroides. Demostrando que DuraNet LLIN actué como una barrera fisica que previene
la entrada de mosquitos dentro de las casas, mas que un efecto protector al matar / repeler a

los mosquitos resistentes a los piretroides.

Las MILDs muestran mas eficacia para el control de hembras de Aedes aegypti, ya
que incluso los dafios mostraron niveles mas altos de mortalidad y derribo en comparacion
con las redes regulares, aungue estos efectos se reducen con el tiempo y las condiciones de
campo ofrecen mas proteccion contra Ae. aegypti. Las hembras, en comparacion con la red

normal, protegen las casas de entrada y alimentacion de Aedes aegypti.

El escalamiento de una intervencion busca innovar formas de reducir la poblacion
de mosquitos, esto ha logrado generar un impacto social considerable en la poblacion
beneficiaria. Dando como resultado la aceptacion y la posterior promocion de la
intervencién como un método efectivo para la reduccion de mosquitos dentro de las
viviendas. Desafortunadamente, el que el material tratado con insecticida no esté disponible

en el mercado dificulta que los pobladores y otras personas o trabajadores interesados
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puedan adquirir estas mallas y usarlas de manera independiente al proyecto. La alternativa
que queda por el momento, es reforzar la importancia de que las casas cuenten con mallas
mosquiteras tradicionales y tener asi una mejora de la vivienda, por lo menos en cuando a
medidas domésticas de prevencion contra vectores transmisores de enfermedades como el

dengue, chikungunya y el Zika.
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10. PERSPECTIVAS.

A partir de los estudios y discusiones presentados en esta tesis Doctoral, la

perspectiva de trabajos futuros se orienta en la siguiente direccion:

El uso de MILDs ha demostrado tener un fuerte impacto sobre las poblaciones de
vectores transmisores de enfermedades como el dengue, Zika y chikungunya, sin embargo
estas tecnologias estan limitadas, ya que no se encuentran en el mercado para la poblacién
en general, por tal motivo se deberan enfocar esfuerzos con las compafiias distribuidoras de
estos productos, para que puedan permitir el acceso a cualquier miembro de la poblacion a
estas tecnologias de manera segura y a bajo costo.

Una de las principales limitantes de este tipo de intervenciones es el alto costo
inicial de los materiales (marcos y puertas de aluminio), sin embargo, a largo plazo resultan
mas costo efectivo que otras intervenciones como el ULV vy el IRS. Estudios que puedan
evaluar diversos materiales y métodos de instalacion, podrian permitir tener evidencia sobre
tecnologias mas economicas e igual de aceptables por parte de la poblacidn, con esto la
MILDs podrian tener un mejor acceso en lugares donde los pobladores tengan poco acceso
a las mallas. Asi mismo es importante hacer estudios tanto independientes como por parte
de las compaiiias distribuidoras para poder mejorar la integridad fisica de las mallas, esto
con el fin de hacerlas mas resistentes a las condiciones de campo y puedan mantener un
efecto mayor sobre las poblaciones de mosquitos y por tanto en la transmision de arbovirus

en zonas de alto riesgo entomoldgico.

Los estudios de laboratorio demostraron el efecto de las mallas para impedir el
acceso de Aedes aegypti a la alimentacidn, sin embargo, serd importante a futuro la
evaluacion de estos métodos y diversos tipos de mallas en condiciones de semi-campo y
campo, esto con el fin de evaluar el efecto de variables ambientales en el bloqueo y la

inhibicion de la alimentacion de Aedes aegypti por parte de las MILDS.
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