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Antecedentes :

La deteccién molecular de arbovirus en las excreciones de mosquitos capturados sobre
el terreno ofrece un enfoque innovador y no invasivo para vigilar su circulacién en una zona.
Conocido como xenomonitorizacion molecular (MX), este método ha demostrado su eficacia
para detectar diversos arbovirus y parasitos sin necesidad de capturar o manipular huéspedes
vertebrados.

Los mosquitos infectados excretan cargas virales mucho mayores en sus excretas que
en su saliva, lo que mejora enormemente la sensibilidad de la deteccion molecular. Una sola
hembra infectada puede liberar entre 3y 5 log,, de copias de ARN viral al dia (Fontaine et al.,
2016), lo que convierte a las excretas en una poderosa herramienta para el seguimiento del
virus en tiempo real. Al explotar estos excrementos, la estrategia MX se sitla en la interfaz entre
la vigilancia entomoldgica y ambiental, lo que permite monitorizar la aparicion y circulacién de
arbovirus en tiempo real, a bajo coste y conservando una buena sensibilidad (Ramirez et al.,
2018).

Para optimizar este enfoque, hemos disefiado un adaptador MX impreso en 3D,
compatible con las trampas comerciales BG-Sentinel, BG Pro y CDC light. Este dispositivo
sustituye a la red de recogida y proporciona un entorno himedo y una fuente de alimento para
los mosquitos capturados, prolongando su supervivencia y aumentando la produccion de
excrementos. Esta innovacion ofrece una serie de ventajas:

(i) Intervalos de recogida mas largos, lo que reduce la frecuencia de las intervenciones sobre
el terreno.
(i) Mayores posibilidades de deteccion virica, gracias a la acumulacion de excrementos
durante varios dias.

(iii) Reduccién de los costes de vigilancia, ya que la deteccidn sigue siendo independiente del
numero de especimenes atrapados.

Las muestras de excrementos, recogidas en papel de aluminio, pueden transportarse a
temperatura ambiente para su analisis molecular, seguido de una rapida secuenciacion
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gendémica de los virus detectados. A diferencia de los métodos convencionales, la estrategia
MX permite :

e« Control rentable, con la posibilidad de analizar cientos de muestras al coste de unas
pocas docenas.

« Deteccion eficaz, abarcando toda una comunidad de insectos vectores.

o Logistica simplificada, con recogida y transporte sencillos sin necesidad de equipos
especializados.

o Compatibilidad con analisis complementarios, como la identificacion de especies de
vectores, la estimacion de la prevalencia de la infeccion y el aislamiento viral.

Gracias a estas modificaciones de la trampa, MX permite una monitorizacién virica
continua con intervalos de recogida ampliados, lo que mejora la eficacia de la vigilancia al
tiempo que reduce los costes operativos. Este enfoque rapido, escalable y adaptado al terreno
mejora la deteccidn precoz de las amenazas viricas emergentes (Bigeard et al., 2024; L'Ambert
etal., 2023).

Classic With MX adapter

Fig1. Vista e ilustracion de la trampa BG-Sentinel (Biogents) en su configuracion clasica y
optimizada para la recogida de excrementos con el adaptador MX.

1. Preparacion e instalacion de la trampa antimosquitos :

1.1 Equipo necesario sobre el terreno :

e BGPro/BG Sentinel o Trampa de luz CDC.
e Adaptadores impresos en 3D (MosquitoBox) para recoger mosquitos y excrementos.

e Azucar diluido al 10% (10 g en 100 mL de agua) para impregnar el algoddn que se
colocara en el alimentador dentro del adaptador.

o Refugio para proteger la trampa de las inclemencias meteorolégicas (viento y lluvia).

e Papel de aluminio precortado para recoger los excrementos.



o (Opcional) Botellas de diéxido de carbono a presion.

e (Opcional) Baterias de 12V para la alimentacion en ausencia de tomas de corriente.

Nota para el usuario: Es aconsejable preparar previamente el adaptador impreso en 3D
colocando un circulo de papel de aluminio en el fondo y algodén empapado en agua azucarada
en el alimentador. A continuacion, el adaptador puede almacenarse a 4 °C durante varios dias
antes de su uso. Asi se ahorra tiempo en el campo y se evita poner agua azucarada en el suelo,
que puede atraer a las hormigas.

1.1 Preparacion del adaptador MX :

1.1.1 Presentacion del dispositivo impreso en 3D

El adaptador es un cilindro cerrado por los dos extremos con un tubo hueco que lo atraviesa
verticalmente. Se compone de 4 partes:

e Untuboroscado (el cuerpo del adaptador)

e Unabase (parte por la que pasa el tubo mas pequefno y que esta cerrada por una rejilla)
e Una parte superior (la parte por la que pasa el tubo mas largo)

e Unpesebre

e Unared (para sujetarla en la boca de la trampa)

Todas las piezas estan disponibles aqui con instrucciones de impresion.

Fig2. Vistas del adaptador MX con su rosca.

1.1.2 Creacioén de la red

a. Prepare una plantilla con un circulo de 16,5 cm, con un agujero de 4 cm en el
centro. Mantén el dngulo a 165 grados y afade una tira de 1,5 cm en un lado para
coser.
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b. Utiliza la plantilla para trazar el contorno de las piezas en la tela (mosquitera o tela que
deje pasar el aire pero no los insectos).

c. Cortatramos de cuerda trenzada de poliéster (unos 50 cm) y quema sus extremos con
un mechero.

d. Utilice unos alicates para formar un canalén con el cordén en su interior
e. Coser el canaldn, quitando los clips, y coser el borde recto para formar un cono.

f. La red se puede montar en el adaptador (desenroscar la tapa del extremo superior,
colocarla en la base de la red (agujero pequeio) y volver a enroscar el conjunto.

1.1.3 Preparacion de alimentos (10% de agua azucarada)

e Comienza desenroscando la base para acceder alinterior y retira el alimentador tirando
de él hacia abajo.
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e Rellene el comedero con algodén empapado en agua azucarada al 10% (10 g por 100
ml). Esta operacion puede realizarse el dia anterior, en cuyo caso los comederos deben
conservarse a 4°C.

e Vuelva adeslizar el alimentador en el adaptador, abriéndolo hacia arriba, a lo largo de la
pared.

1.1.4 Preparacion de soportes para excrementos de papel de aluminio



o Recorta el papel de aluminio con la plantilla de corte (donuts). Puedes recortar varios a
la vez.

Vamos a crear unos cortapastas para facilitar esta tarea.

e (Coloque una hoja, con la cara mate hacia arriba, en la parte inferior del adaptador.
Vuelva a enroscar la base en el cilindro para cerrar el adaptador.

1.2 Instalacion de la trampa adaptada MX:

¢ Coloque la trampa al abrigo del viento y la lluvia (bajo un tejado, debajo de una mesa,
etc.). MX odia la lluvia; arrastra el material genético depositado en el papel de aluminio.



e Monte el sifon BG Pro siguiendo las instrucciones suministradas.

e Instale el adaptador MX dentro de la trampa

El adaptador puede fijarse a la boca de la trampa utilizando la red como se muestra en
la foto. Alternativamente, puedes colocar primero el adaptador dentro de la trampa,
abrir la red y dejar que se extienda alrededor de la entrada de la trampa, luego fijar la
boca de la trampa sobre ella. En resumen, mientras los mosquitos paseny el ventilador
esté en marcha, todo va bien. ©

e Instale un atrayente BG (Biogents) o (opcional) una botella de didéxido de carbono para
atraer a los mosquitos.

o Compruebe que la trampa funciona correctamente y dispone de alimentacién eléctrica
(bateria o red). Compruebe que la trampilla se abre.



2. Recogida de excrementos y mosquitos :

2.1 Procedimiento de recogida:

o Capture mosquitos adultos durante un periodo de 3 a 7 dias consecutivos.

e Al recoger, retire con cuidado el adaptador MX de la trampa BG Pro mientras el
ventilador sigue en marcha, para evitar que se escape.

e Llevelos mosquitos vivos en el adaptador doblando la red dentro del tubo del adaptador
para evitar que se escapen.

e Los mosquitos pueden conservarse asi a temperatura ambiente durante varios dias.

¢ Una vez en el laboratorio, coloque los adaptadores a -20 °C durante al menos 30
minutos para matar a los insectos capturados.

e Transferir los mosquitos neutralizados a un tubo de 50 mL. Colocar a -20°C.

o Retirael papel de aluminio cubierto de excrementos y coldcalo en una bolsa de plastico
cerrada (o entre dos hojas de papel, que es mas ecoldgico).

En algunos casos, puede ser necesario retirar los excrementos de insectos o
caracoles, hojas muertas, etc. con unas pinzas para aflojar el papel de aluminio.
Estas fotos muestran el aspecto de los excrementos de mosquito.

¢ lIdentifique claramente cada muestra con la fechay el lugar de recogida. Es importante
poder volver sobre las recogidas una vez detectado el virus en los excrementos.

3. Transporte de muestras :

e Envie el papel de aluminio que contiene los excrementos por correo al laboratorio de
analisis, a temperatura ambiente. El ARN virico puede conservarse varios dias a
temperatura ambiente, incluso en verano.

4. Procesamiento de muestras en el laboratorio :

4.1 Recepcidény registro :



Una vez recibidas las muestras, registre cada una de ellas en una base de datos con los
detalles de la recogida (fecha, lugar, etc.).

4.2 Preparacion del papel de aluminio recubierto de excrementos :

Utilizar guantes y equipo de proteccion individual al manipular las muestras.

Enrolle la ldmina en un cigarrillo grueso. Hacer una bolita gruesa funciona igual de bien.
Colocar en un tubo de 14mL con tapén.

4.3 Extraccion de ARN virico de excrementos :

Afada 800 uL de tampdn de lisis RAV1 (NucleoSpin 96 virus core kit, Macherey-Nagel)
y 10 pL de fago MS2 (control interno de extraccion) a cada tubo

En esta fase puede utilizarse otro tampdn de lisis o PBS

Agitar enérgicamente durante 1 minuto para disolver los excrementos en el tampdn
liquido.

Anada 800 uL de etanol al 96-100% y, a continuacién, cargue en las columnas
NucleoSpin Virus en varios pasos para extraer el ARN/ADN segun las instrucciones del
fabricante.

[OPCIONAL] Es posible eluir en un volumen mayor, cambiar el tampdn de lisis o el kit
de extraccion o eluir en PBS. Todo funciona y ya ha sido probado. Adaptelo a su
protocolo local. El objetivo es eluir los excrementos sdlidos en liquido para su
extraccion. Las dosis de ARN viral son elevadas, asi que recuerde que el volumen en el
que se extraiga la muestra no tendra un impacto importante en la sensibilidad de
deteccion.

Mantener los eluas a 4°C hasta la deteccion o a -20°C para su almacenamiento a largo
plazo.

5. Deteccion del virus mediante RT-PCR :

5.1 Preparacion de la RT-PCR:

Utilizamos diversos métodos de extracciony deteccion. Todos nuestros métodos de deteccion
molecular utilizan Q-RT-PCR con un sistema de cebadores y sondas de EVAg , el Archivo
Europeo de Virus. Aqui encontrara todos nuestros sistemas de deteccion y una amplia
seleccidn de controles internos y protocolos.

Desde 2008, el Archivo Europeo de Virus (EVA) es una infraestructura dedicada a la
caracterizacioén, producciény distribucién de recursos virales de referencia para apoyar
la investigacion viroldgica en Europa. Relne a laboratorios de la UE y de fuera de la UE
que trabajan en virologia humana, animal y vegetal, de acuerdo con el concepto "Una



Virologia". De forma similar al concepto "Una sola salud", que vincula la salud humana,
animaly medioambiental, "Una sola virologia" hace hincapié en el papel central de los
virus en estos sistemas, lo que convierte a la virologia en una disciplina clave.

EL EVA proporciona acceso constante a cepas viricas, herramientas de diagndsticoy
material de investigacién. Esta disponibilidad mejora la preparacidon ante epidemias,
estimula la innovacién en vacunas, antivirales y diagndsticos, y facilita la transferencia
de conocimientos. Su accidn apoya la salud publicay la seguridad mundial, y refuerza
la soberania de la UE frente a las amenazas pandémicas.
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