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Introducción
Este manual describe las actividades básicas para realizar el control biológico de poblaciones de insectos transmisores de enfermedades basados en el contexto del Manejo Integrado de Vectores, que para nuestro ámbito, hace referencia, al conjunto de acciones que realizan instituciones del Sistema Nacional de Salud, mediante las cuales combinan; de la manera más eficaz, eficiente y segura; diversos métodos de control para prevenir o minimizar la propagación de vectores y reducir el contacto entre patógenos, vectores y el ser humano, con el fin último de disminuir o interrumpir la transmisión vectorial de las enfermedades. La lucha biológica contra los vectores tiene cada día mayor importancia por causa del interés a nivel mundial de minimizar el uso de los insecticidas químicos, para lograr de este modo contribuir a la protección del medio ambiente y las funciones ecosistémicas. De igual forma, este método resulta una alternativa interesante para el controlar y/o evitar la resistencia a los insecticidas en las distintas poblaciones de vectores. 

Objetivo
Reducir la densidad de las poblaciones de vectores transmisores de enfermedades por medio de la introducción de depredadores y/o microorganismos (bacterias) patógenos al hábitat de estos.
Alcance
Ministerio de Salud de Costa Rica en su nivel de gestión local y regional.
Productos
Reducción o control de poblaciones de distintos vectores transmisores de enfermedades mediante el uso de controladores biológicos. 
Definiciones
Para mayor comprensión de este procedimiento se necesita tener como referencia los siguientes conceptos, que están definidos en el Modelo Conceptual y Estratégico para el Manejo Integral de Vectores del Ministerio de Salud.
· Control Biológico: Lucha contra vectores de enfermedades utilizando enemigos naturales o toxinas biológicas, tales como parásitos, predadores y agentes patógenos para regular o reducir la población. El control biológico de vectores de importancia médica se presenta como una alternativa al uso de plaguicidas.
· Vector: Insecto o cualquier portador vivo que transporta un agente infeccioso desde un individuo o sus desechos, hasta un individuo susceptible, su comida o su ambiente inmediato.  El agente puede o no desarrollarse, propagarse o multiplicarse dentro del vector.
· Enfermedades transmitidas por vectores: Enfermedad causada por un agente infeccioso específico o sus productos tóxicos, que se manifiesta por la transmisión del mismo agente de una persona o animal infectados o de un reservorio a un huésped susceptible en forma directa o indirecta por medio de un vector.
· Reservorio: Cualquier animal, planta o materia inanimada en la que un agente infeccioso, que constituye un riesgo para la salud pública, vive, se multiplica y de los que depende principalmente su subsistencia.
· BTI (Bacillus thuringiensis israeliensis): La bacteria Bacillus thuringiensis (BT) es un bacilo flagelado, esporulado y gram positivo que produce, durante la esporulación, un cristal de proteína tóxico para los insectos, conocido también como delta endotoxina.
· BS (Bacillus sphaericus): Es un microorganismo Gram variable (puede teñirse Gram + como Gram -), aeróbico estricto, formador de esporas esféricas de allí su nombre, las cuales esporulan en un 100%. Posee unos cristales redondeados que son los productores de endotoxina. Esta toxina es la que ocasiona la muerte de la larva del mosquito. Al ser ingerida la toxina, ocurren cambios patológicos en las células del intestino de la larva, produciendo parálisis de la pared intestinal, cuyo mecanismo aún se desconoce
· Spinosad: es un insecticida de origen natural producido por la fermentación de una bacteria actinomiceto llamado Saccharopolyspora spinosa.
· Peces larvívoros: Las especies de peces con potencial como controladores biológicos de larvas de mosquitos deben llenar algunos requisitos: deben ser de pequeño tamaño, ágiles, nadadores rápidos, difíciles de capturar, que puedan escapar fácilmente de sus enemigos naturales, de fácil reproducción en aguas confinadas, resistir el manejo y transporte y tolerantes de una amplia gama de temperaturas, niveles de pH, y ser de preferencia nativos a la localidad y con hábitos alimentarios con preferencia por las larvas de mosquitos.
· Vigilancia entomológica: Es el estudio de los cambios en la distribución geográfica de los vectores, mediciones relativas de la población de vectores a lo largo del tiempo, medición del impacto de las intervenciones, vigilancia de la susceptibilidad de los vectores a los insecticidas utilizados.
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· Dengue y Dengue Hemorrágico en las Américas: Guías para su prevención y Control (OMS 1995)
· Control Selectivo de Vectores de Malaria (OPS 1999)
· Guía para la implementación y demostración de alternativas sostenibles de Control integrado de la malaria en México y América Central (Proyecto DDT/GEF. OPS 2004)

· 

Responsables
El responsable de ejecutar este proceso son los equipos de manejo de vectores que se encuentran en los niveles de gestión regional y local, bajo la asesoría técnica del nivel central.

Cuadro 1. Responsables.

	Código de la actividad
	Actividad
	Nivel de gestión
	Unidad Organizativa responsable

	8.1
	Determinación del tipo de control biológico a utilizar y lugares de aplicación
	Local / Regional
	Área Rectora de Salud / Región Rectora de Salud

	8.2
	Preparación y uso del producto
	Local / Regional
	Área Rectora de Salud / Región Rectora de Salud

	8.3
	Aplicación de peces larvívoros
	Local / Regional
	Área Rectora de Salud / Región Rectora de Salud

	8.4
	Aplicación de Bacillus
	Local / Regional
	Área Rectora de Salud / Región Rectora de Salud

	8.5
	Aplicación de Spinosad
	Local / Regional
	Área Rectora de Salud / Región Rectora de Salud





Procedimiento
8.1 Determinación del tipo de control biológico a utilizar y lugares de aplicación
El personal de vectores del Área Rectora de Salud y/o la Región Rectora de Salud, con base en el análisis de situación de la zona y la información arrojada por el proceso de investigación epidemiológica y entomológica de campo, selecciona el tipo de control que debe aplicarse.  Para esto, debe tomar en cuenta las siguientes opciones:
Peces larvívoros
Entre los métodos biológicos, los peces larvívoros o larvífagos constituyen uno de los más eficaces para el control de las plagas de dípteros hematófagos en su estado larvario. Su uso racional y su aplicación no dependen de la cría masiva de organismos en el laboratorio, ni de la introducción de individuos ajenos a los criaderos naturales que puedan dañar el ecosistema y en particular al hombre.
En Costa Rica los peces más estudiados como depredadores son Priapichthys annectens (Poecillidae) por Vargas y Vargas (1985) y la Poecilia gillii (Poecillidae) por Fonseca y Lizano (1998) siendo este, uno de los peces de agua dulce más común en Costa Rica.
La eficacia de los peces larvívoros generalmente se ha demostrado en criaderos naturales, y son escasos los trabajos publicados sobre el uso de los peces en recipientes donde se necesita mantener agua para consumo humano.
Bacillus
Bs (Bacillus sphaericus)
Su acción patógena depende de varios factores: dosis de aplicación, ingestión de la toxina por la larva, velocidad de alimentación de esta y rapidez con la cual la bacteria cae al fondo del criadero, competencia con otras materias orgánicas, grado de contaminación del agua, presencia o ausencia de vegetación y por último de los hábitos alimentarios de las larvas. Esto determina que el Bacillus sphaericus presente un amplio rango de actividad larvicida, siendo particularmente efectiva para los géneros Anopheles y Culex.
· La bacteria actúa solamente sobre las larvas y tiene mayor efecto sobre las larvas jóvenes.
· La bacteria actúa en forma lenta produciendo una alta mortalidad en las larvas en las primeras 72 a 96 horas después de aplicada.
· La persistencia de la bacteria en el medio es larga, aunque depende directamente de las condiciones del criadero, puede persistir de 6 a 8 meses por su capacidad reproductora.
· La bacteria se recicla en el medio en suficientes cantidades para producir efectos residuales sobre las larvas por mucho tiempo. Por tanto, son suficientes pocas aplicaciones para mantener un control sobre las larvas de los vectores durante un periodo largo.
El personal de vectores del Área Rectora de Salud y/o la Región Rectora de Salud, debe programar el uso de productos a base de Bacillus sphaericus se en los criaderos antes del inicio del periodo de lluvias o justo después de este, ya que en esos momentos los criaderos se encuentran, bajo la sombra, estabilizados y hay menos posibilidades de lavado de los productos por el flujo de aguas de lluvia. Lo más conveniente es aplicar el Bacillus sphaericus en criaderos permanentes, ya que se recicla en el medio por mucho tiempo.
BTI (Bacillus thuringiensis israelensis) 
Las toxinas y esporas que produce esta bacteria afectan de manera específica a las larvas de mosquitos de los géneros Anopheles, Aedes y Culex. La bacteria afecta solamente a la fase larvaria de los mosquitos, ya que sus esporas al ser comidas por las larvas actúan produciendo una alta mortalidad en ellas. 
El personal de vectores del Área Rectora de Salud y la Región Rectora de Salud debe programar el uso de productos a base de Bacillus sphaericus periódicamente, tomando en cuenta que:
· La bacteria actúa solamente sobre las larvas, y tiene mayor efecto sobre las larvas jóvenes.
· Su acción se produce dentro de 24 a 48 horas después de la aplicación.
· La persistencia de la bacteria en el medio es corta, solamente de 15 a 60 días, ya que no es capaz de reproducirse en los criaderos.
· La bacteria no se recicla en el medio en suficientes cantidades como para producir efectos residuales sobre las larvas por mucho tiempo. Por tanto, es necesario realizar frecuentes aplicaciones para prevenir aumentos rápidos de las poblaciones larvarias
Spinosad
Es una sustancia compuesta por una mezcla de las spinosinas A y D (de ahí spinosAD), las cuales son compuestos tetracíclicos de macrólidos que actúan sobre los receptores post-sinápticos de la acetilcolina nicotínica y los receptores GABA.
· Actúa en las larvas vía ingestión y contacto. Es muy activo por ingestión y algo menos por contacto. 
· Actúa en el sistema nervioso central de la larva, causando parálisis. Después de 48 horas ya no existe recuperación y la larva muere. 
· Actúa solo contra las larvas y no contra mosquitos adultos.
· En su presentación en pastillas su aplicación es sencilla una tableta para 200 litros de agua o media tableta para 100 litros de agua. Esta presentación es ideal para tratar tanques u otros contenedores usados para almacenar agua.
· Su residualidad es hasta de 10 semanas con recambio de agua manteniendo una mortalidad superior al 90% de las larvas de Aedes aegypti.
8.2  Preparación y uso del producto
El personal de vectores del Área Rectora de Salud y/o la Región Rectora de Salud, debe seleccionar el agente biológico seleccionado, se debe considerar su efectividad biológica. Adicionalmente, es necesario reconocer los métodos de aplicación, su seguridad para los humanos y su toxicidad para organismos no blanco.
El equipo de Manejo Integrado de Vectores del Área Rectora de Salud debe realizar la preparación (de ser necesario) y utilización del producto seleccionado, de acuerdo con el plan de aplicación (que debe ser establecido para cada una de las regiones de salud y áreas rectoras, acorde con la priorización entomológica, epidemiológica y capacidad logística) en las zonas, manteniendo las medidas de seguridad laboral pertinentes.
8.3 Aplicación de Peces larvívoros
El personal de vectores del Área Rectora de Salud y/o la Región Rectora de Salud debe determinar las densidades larvales de Anopheles de los criaderos, y clasificarlos según la siguiente escala[footnoteRef:1]:  [1:  Guía para la implementación y demostración de alternativas sostenibles de Control integrado de la malaria en México y América Central (Proyecto DDT/GEF. OPS 2004)] 

	Escala de densidad
	Larvas observadas por m2 

	Muy baja
	0 a 1

	Baja
	2 a 5

	Media
	6 a 20

	Alta
	21 a 99

	Muy alta
	Más de 100


El personal de vectores del Área Rectora de Salud y/o la Región Rectora de Salud, colectará alrededor de 300 peces, que incluyan adultos, hembras y machos, y alevines, únicamente de los criaderos con densidades bajas de larvas, los peces se trasladarán en bolsas plásticas de 25 litros o depósitos plásticos, para ser liberados en criaderos que presenten densidades larvarias de clasificación “media” o mayor. 
El personal de vectores del Área Rectora de Salud y/o la Región Rectora de Salud antes de realizar la “siembra” en el criadero receptor debe realizar una limpieza de maleza circundante, con el objetivo de que las larvas queden expuestas a la acción depredadora de los peces. Durante la intervención se debe hacer un monitoreo de las densidades larvales cada 15 días.
8.4 Aplicación de Bacillus 
El personal de vectores del Área Rectora de Salud y/o la Región Rectora de Salud realizara la aplicación según las especificaciones técnicas del fabricante. En el caso del Bacillus thuringiensis israelensis en presentación liquida su dosis habitual es de 10 cc por litro de agua y en el caso de Bacillus sphaericus granulado en criaderos de aguas residuales, arroyos sépticos, lagunas de desechos de animales y sitios similares la dosis a utilizar es de 5-10 kg/ha y en sitios infestados donde son necesarios controles residuales, o en hábitats que posean aguas profundas, superficie con cobertura densa se utilizarán 10-20 kg/ha 
8.5 Aplicación de Spinosad
El personal de vectores del Área Rectora de Salud y/o la Región Rectora de Salud aplicará este producto usando una tableta para 200 litros de agua o media tableta para 100 litros de agua con una frecuencia de aplicación de 10 semanas y se aplicará según las especificaciones del fabricante.
Indicadores de desempeño 
· Porcentaje de criaderos tratados con peces

· Porcentaje de criaderos tratados con BTI

· Porcentaje de criaderos tratados con Bacillus sphaericus

· Porcentaje de criaderos tratados con Spinosad
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Anexos
Otras aclaraciones técnicas
· Peces larvívoros
Actualmente la tendencia para aplicar este método está encaminada a utilizar solamente la diversidad de la fauna autóctona de cada región, según convenga, para evitar las introducciones que tanto daño causan en los ecosistemas. El uso adecuado de los peces larvívoros para el control de los mosquitos requiere, por lo tanto, entre otros aspectos no menos importantes, que se conozcan las especies en cuestión.
Los peces deben ser de pequeño tamaño, nadadores rápidos, difíciles de capturar y que puedan escapar fácilmente de sus enemigos naturales. De fácil reproducción en aguas confinadas, resistir el manejo y transporte y tolerantes de una amplia gama de temperaturas, niveles de pH, y ser nativos a la localidad y con hábitos alimentarios que incluyan las larvas de mosquitos.
Ventajas del uso de peces larvívoros 
Inocuo al hombre
De fácil aplicación 
Bajo costo
Aplicable no solo en criaderos naturales sino también en agua de uso humano y animal
Tiene buena aceptación y puede ser realizado por la comunidad.

Desventajas
En criaderos artificiales pequeños no son tan útiles
Necesitan siempre agua
Son muy sensibles al cloro 
No son bien aceptados en agua de consumo humano por lo que es necesario hacer una campana social de promoción previamente.

El criadero donde fueron colectados los peces y el criadero donde se sembraron deben presentar condiciones ecológicas semejantes y estar separados por no más de 5 kilómetros, de tal manera que los peces no sean maltratados o estresados. Los peces pueden ser transportados en bolsas plásticas de 25 litros o bien en depósitos plásticos. Al igual que los otros métodos descritos, se hará monitoreo a las densidades larvales de Anopheles cada quince días, y se sugieren realizar anotaciones con respecto a las poblaciones de peces larvívoros (mortalidad, reproducción, entre otros).
En estudios realizados en Costa Rica con Poecilia gillii (olomina) se determinó que los alevines o pececillos pequeños consumen un promedio de 10 larvas de en un período entre los 10-67 segundos. Con adultos de P. gillii estos consumen 75 larvas del mosquito en menos de 15 minutos.
· Bacterias
Estos biolarvicidas por ser específicos de larvas de mosquitos son inocuos para la fauna y flora acompañante de los criaderos, garantizando la protección del ambiente y además son eficientes, factibles y usados en forma integral, coadyuvan en la reducción de la densidad de los vectores en tal medida que no constituyan riesgos para la salud y causen los mínimos efectos adversos, ajustándose con precisión a las condiciones epidemiológicas y a la ecología del lugar.
Bs (Bacillus sphaericus): Su acción patógena depende de varios factores: dosis de aplicación, ingestión de la toxina por la larva, velocidad de alimentación de esta y rapidez con la cual la bacteria cae al fondo del criadero y se vuelve inaccesible a los anofelinos, competencia con otras materias orgánicas, grado de contaminación del agua, presencia o ausencia de vegetación y por último de los hábitos alimentarios de las especies del género Anopheles. Esto determina que el B. sphaericus presente un amplio rango de actividad larvicida, siendo particularmente efectiva para el género Anopheles.
Actualmente, la cepa que se utiliza mayormente en el mundo y en Centro América es Bacillus sphaericus 2362, la cual fue aislada por J. Weiser en Nigeria (África) en la década de 1980. Es una bacteria de tipo Gram variable, que existe en la naturaleza, estrictamente aeróbico, formador de esporas esféricas, que crece fácilmente tanto en medios de laboratorio como en el cadáver de un huésped apropiado como el de las larvas de mosquitos. Debido a que la bacteria produce esporas y cristales de proteínas tóxicas, específicamente contra las larvas de mosquitos Anopheles, es altamente efectiva para el control de vectores de enfermedades como la malaria.
La actividad larvicida del Bacillus sphaericus se debe a una toxina que se forma durante el desarrollo y formación de esporas de la bacteria. La toxina se ubica en la pared celular de la bacteria y no se elimina fácilmente en el medio exterior. Estas toxinas son proteínas capaces de afectar a las larvas de mosquitos Anopheles cuando éstas las ingieren. Al ser ingeridas las esporas y cristales tóxicos causan parálisis intestinal, envenenamiento y muerte. La permanencia en el medio y una acción prolongada en el tiempo después de aplicada es una de las características más importantes en lo que respecta a su efectividad.
BTI (Bacillus thuringiensis israelensis): Es el nombre científico de una bacteria que se encuentra en la naturaleza, específicamente en el suelo en bajas cantidades. Esta bacteria forma esporas y produce sustancias altamente tóxicas para las larvas de los mosquitos. Fue descubierta por un científico japonés en 1900, y fue usada por primera vez para el control de insectos a finales de 1920. Existen a escala mundial muchas diferentes variedades de esta bacteria, su selección y uso depende de la plaga que se quiere combatir.
En 1977 Golberg y Margalit aislaron una cepa de Bacillus thuringiensis en Israel, que fue identificada por De Barjac en 1978 y clasificada con el serotipo H-14. Para el control de mosquitos, se utiliza esta variedad israeliensis, que debe su nombre al lugar de descubrimiento. Las toxinas y esporas que produce esta bacteria (BTI), afectan de manera específica a las larvas de mosquitos de las especies Anopheles sp, Aedes sp y Culex sp, los cuales son importantes vectores de enfermedades. Por ser un poderoso agente virulento que afecta específicamente a las larvas de mosquitos, el BTI es usado como ingrediente activo para elaborar biolarvicidas.
El BTI afecta solamente a las larvas y no tiene ninguna acción contra los mosquitos adultos. Las esporas, al ser comidas por las larvas, actúan en forma rápida, produciendo una alta mortalidad en ellas. Esta bacteria produce, con las esporas, un compuesto proteínico cristalino extraordinariamente tóxico. La acción tóxica de las esporas y toxinas aumenta sustancialmente con el ambiente ácido del tubo digestivo de la larva. Al contrario, un ambiente de alcalinidad neutraliza dicha acción. Lo mejor es aplicar esta bacteria en criaderos temporales dada su breve permanencia en el medio; además, se deberá tomar en cuenta las características fisicoquímicas del agua del criadero porque esto tiene mucha influencia en el éxito de las acciones de control de larvas. 
· Spinosad:
La presentación utilizada en Costa Rica es en tabletas de doble capa.
NATULAR™ DT es una tableta de doble capa y se utiliza para tratar las larvas que se encuentran en contenedores de agua, ya que ha sido aprobado para tratar contenedores de agua potable, también. 
Una capa funciona inmediatamente mientras que la segunda se disuelve lentamente. Cada tableta puede tratar un contenedor de 200 litros de agua durante más de 60 días.
Spinosad actúa a través de un mecanismo único ya que altera la función de los canales iónicos nicotínicos y gaba-gated en una manera consistente con la excitación neuronal observada. No interactúa con los sitios conocidos para otros insecticidas nicotínicos o gabaérgica neonicotinoides, tales como fiproles, avermetina y ciclodienos. Tiene un distinto modo de acción que lo hace ideal para los programas de manejo de la resistencia. Comienza a trabajar inmediatamente después del contacto e ingestión, sus primeros efectos visibles se observan pocas horas después de la aplicación, sin embargo, el control óptimo se alcanza en el plazo de 24 a 72 horas.
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