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Introducao

A maldria continua a ser uma das principais causas de morte e doenga na maior parte das
regioes tropicais do mundo, sendo endémica em 106 paises. Em 2010, cerca de 81% dos 216
milhdes de casos de malaria ocorreram em Africa e cerca de 13% no sudeste asiatico'. A maior
proporcao (91%) das 665 000 mortes anuais que se estima serem provocadas por malaria
ocorre em Africa, afetando, principalmente, criancas com menos de cinco anos de idade (86%).
Na regiao das Américas, em 2010, foram registados mais de 670 000 casos de malaria e
reportados |33 &bitos atribuidos a esta doenga. A transmissao da doenga esta ativa em 2|
paises, colocando cerca de 20% da populagao das Américas em risco. A malaria impoe ainda
graves constrangimentos ao desenvolvimento economico, sendo uma importante causa de
pobreza na maioria dos paises onde é endémica.

Embora tenha havido um aumento acentuado no financiamento para o controlo da malaria, as
metas de reducio da doenca, estabelecidas pelo programa Roll Back Malaria’ e pelos Programas
Nacionais de Controlo, ainda permanecem por atingir em muitos paises. Isto € em parte devido
a limitagoes na capacidade de geragao de conhecimento adequado sobre a epidemiologia local
da doenga, no qual se possa basear a implementagao e gestao custo-efetiva do programa. Em
particular, a capacidade de vigilancia e monitorizagao entomoldgica ¢ ainda rudimentar em
muitos paises endémicos. Ha uma necessidade urgente nos Programas Nacionais de Controlo
da Malaria, de criar um numero suficiente de quadros qualificados, para participar efetivamente
nas atividades de controlo.

Objetivo do manual

Um curso de formagao de dois niveis foi desenvolvido para técnicos de entomologia, visando
apoiar o fortalecimento de competéncias essenciais para a monitorizagao e vigilancia
entomologica em paises endémicos. Este manual destina-se a apoiar o nivel basico (nivel-1) do
curso de entomologia, abrangendo:

I. O ciclo de vida, a bioecologia e comportamento dos mosquitos;

2. Amostragem de larvas e adultos, identificagao de mosquitos e incriminagao de
vetores de malaria;

Principais indices de transmissao de malaria e o seu significado;
O controlo de vetores de maldria e as principais intervengoes atuais;

O papel da entomologia no controlo de vetores;

o U AW

Principios basicos da criagao de mosquitos no laboratoério;

! WHO (2009). World Malaria Report 2011. World health Organization. Geneva, Switzerland
(http://www.who.int/malaria/world_malaria_report_2011/en/)
% Roll Back Malaria — Global Malaria Partnership (http://www.rbm.who.int/index.html)



7. Testes de suscetibilidade de mosquitos e eficacia residual dos inseticidas usados no
controlo de vetores.

Este manual descreve os elementos basicos que sao fundamentais para atingir os objetivos de
ensino, em cada area tematica. No entanto, € previsto que o curso de formagao proporcione
oportunidades alargadas para trabalho de campo, de modo a garantir uma experiéncia completa
de aprendizagem e consolidar competéncias praticas. As metodologias de ensino compreendem
um formato participativo, em que os alunos sao encorajados a desenvolver os conteudos por si
préprios e em grupo. Um modelo de curriculo e calendario para o curso basico de técnicos de
entomologia é apresentado no Anexo |.

Publico-alvo do manual

Este manual é direcionado ao pessoal distrital de paises endémicos de malaria, que
normalmente formam os quadros que colhem informagao sobre indicadores entomolégicos
locais e os relatam aos programas de controlo de vetores. Estes trabalhadores tém
normalmente o nivel secundario de educagao ou um diploma de especializagao numa area de
estudos que se presta a formagao em entomologia.

Leituras adicionais

Este manual foi elaborado com base em diversos relatérios, manuais e artigos publicados, os
quais se recomenda a leitura:

I. Benedict M (2009). Methods in Anopheles research. Malaria Research and Reference
Reagent Center. Version 3. 264 pp

2. Hay SI, Sinka ME, Okara RM, Kabaria CWV, Mbithi PM, Tago CC, Benz D, Gething, PWV,
Howes RE, Patil AP, Temperley WH, Bangs MJ, Chareonviriyaphap T, Elyazar IR, Harbach
RE, Hemingway |, Manguin S, Mbogo CM, Rubio-Palis Y, Godfray HC (2010) Developing
global maps of the dominant Anopheles vetors of human malaria. PLoS Medicine 7:
e1000209.

3. Manguin S, Garros C, Dusfour |, Harbach RE, Coosemans M (2008). Bionomics,
taxonomy, and distribution of the major malaria vector taxa of Anopheles subgenus Cellia in
Southeast Asia: an updated review. Infection, Genetics and Evolution 8: 489-503.

4. Service MW, Townson H (2002). The Anopheles vector. In: Essential Malariology. Eds: DA
Warrell and HM Gilles. 4™ Ed. Arnold Publishers, London, UK. 348 pp.

5. Sinka ME, Rubio-Palis Y, Manguin S, Patil AP, Temperley WH, Gething PW, Van Boeckel
T, Kabaria CW, Harbach RE, Hay SI (2010). The dominant Anopheles vectors of human
malaria in the Americas: occurrence data, distribution maps and bionomic précis. Parasites
& Vetors 3: 72.
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Lista de Termos Uteis

Anticorpos: Sao proteinas (chamadas imunoglobulinas) que sao utilizadas pelo sistema
imunitario para reconhecer e neutralizar substancias estranhas no interior do corpo, tais como
virus, bactérias ou parasitas.

Antropogénico: Refere-se a qualquer efeito, ou resultado, que se relacione com o impacto da
atividade humana na natureza.

Ciclo esporogoénico: Esta é a parte do ciclo de vida do parasita da malaria que se desenvolve
no interior do mosquito. Inicia-se quando o mosquito fémea faz uma refeigao de sangue num
humano (ou outro vertebrado) infetado. No interior do estdmago do mosquito, as formas
sexuais do parasita (gametdcitos) unem-se para formar um ovo (oocineto), que se desloca para
a parede celular do estomago. O oocineto desenvolve-se em oocisto na parede do estomago.
Dentro do oocisto, os esporozoitos sao formados por um processo de divisao celular (meiose).
O oocisto entao rebenta, libertando os esporozoitos que, entao, se deslocam para as glandulas
salivares, invadindo-as. Uma vez nas glandulas salivares, os esporozoitos serao transmitidos a
um hospedeiro humano na préxima vez que o mosquito picar e se alimentar de sangue. Existem
alguns farmacos antimalaricos que sao especificos de certas fases do parasita durante o ciclo
esporogonico. Farmacos gametocitocidas matam gametocitos e farmacos esporontocidas
matam esporozoitos. Um exemplo de um farmaco com estes dois tipos de a¢ao é a primaquina.

Citogenética: Estudo da estrutura e fungao dos cromossomas (estruturas hereditarias que
transportam os genes que determinam o sexo e as caracteristicas de um organismo). Quando a
citogenética é aplicada a identificagao e ao estudo das relagoes entre espécies biologicas, é
designada por citotaxonomia.

Cromossomas politénicos: Sao cromossomas gigantes, constituidos por multiplas copias do
material genético de que sao compostos. Estes cromossomas gigantes ocorrem apenas em
certas células de insetos. Devido ao seu tamanho, os cromossomas politénicos sao muito uteis
para analise citogenética.

Dimorfismo sexual: Sao as diferengas que permitem distinguir machos e fémeas da mesma
espécie.

Epidemiologia: Estudo da distribuicao, padroes e determinantes das caracteristicas de saude
das populagoes, e de eventos relacionados (tais como doengas), e também como este
conhecimento ¢é aplicado no controlo de doengas e problemas de saude.

Espécie biolégica: Grupo de populagdes, ou organismos de uma populagao, que se
reproduzem entre si na natureza e produzem descendentes férteis.

Espiraculos: Aberturas circulares no corpo dos insetos que permitem a entrada de ar no
interior do corpo.



Esporozoito: Esta é a fase do ciclo de vida do parasita da maldria no mosquito, que é capaz de
produzir infegao em humanos (ou em outros hospedeiros vertebrados). Assim, é a fase do
parasita da malaria que é infetante para os humanos. Os esporozoitos sao encontrados nas
glandulas salivares do mosquito fémea. A parede celular externa do esporozoito é coberta por
uma proteina especifica denominada proteina circunsporozoitica. E esta proteina que é
detetada no laboratério a fim de se determinar se um mosquito € infetante (i.e. transmite o
parasita da malaria quando pica).

Estivacdo: Estado de dorméncia e inatividade que os organismos passam para sobreviver as
temperaturas elevadas e condigoes aridas impostas pela estagao quente.

Material genético: Este é o material biologico que se encontra presente em todos os
organismos vivos e que pode ser transmitido de uma geragao para a seguinte (hereditario). O
material genético (também chamado ADN, ou acido desoxirribonucleico) determina a estrutura
e a fungao das células que formam um organismo. Um gene é uma sequéncia particular do
material genético que determina uma proteina especifica. Na célula, o material genético esta
organizado em estruturas chamadas cromossomas.

Morfologia: Este termo refere-se ao tamanho, forma e estrutura dos organismos, ou das
partes do corpo que os constituem (internas e externas). O termo anatomia é
frequentemente utilizado no lugar de morfologia, na medida em que estuda a organizagao e
estrutura dos organismos.

Mutacao genética: Este termo refere-se a qualquer alteragao na sequéncia de nucleétidos
(elementos bioquimicos do material genético ou ADN) de um determinado gene. Estas

alteragoes podem resultar em modificagoes na proteina que o gene codifica. Os organismos
portadores da mutagao sao chamados mutantes, em oposi¢ao aos individuos tipo-selvagem.

Paridade: numero de vezes que uma fémea tem filhos. Um mosquito fémea que colocou ovos
pelo menos uma vez na vida é chamado de parida. As fémeas que ainda nao tenham posto
ovos sao chamadas de nuliparas.

Proteinas: Sao compostos bioquimicos (moléculas) que constituem as células de organismos
vivos. As proteinas desempenham um papel em todas as fungoes bioldgicas.



Unidade |
Controlo da Malaria e o Papel da Entomologia

Objetivos de aprendizagem

Esta unidade tem como objetivo fornecer conhecimentos basicos sobre:
e As estratégias atuais usadas para controlar a malaria.

e As principais medidas de controlo do vetor;

e O papel da entomologia no controlo da malaria;

e Os fatores importantes a serem considerados no planeamento do
controlo de vetores da malaria.

1.1 Principais componentes dos programas de controlo da malaria

Os programas de controlo da malaria, normalmente, incluem trés componentes basicos:
e A detecao precoce e o tratamento eficaz dos casos de malaria;
e O controlo do(s) mosquito vetor(es);

e A educagao comunitaria.
Diagnéstico precoce e tratamento eficaz dos casos de maldria

O uso de medicamentos (farmacos antimalaricos) contra a malaria é a principal ferramenta
disponivel para reduzir as populagoes de parasitas. Além do tratamento e profilaxia, farmacos
gametocitocidas e esporontocidas afetam o desenvolvimento esporogénico do parasita no
mosquito e, assim, a transmissao da malaria.

Atualmente, a maioria dos programas de controlo da malaria tém adotado estratégias de
detecao precoce e tratamento imediato dos casos de malaria. Estas estratégias implicam a
implementagao de centros de distribuicao de medicamentos e de postos de diagnostico rapido,
ao nivel do sistema de cuidados de salide primario. Para ser mais eficaz, as pessoas em risco de
contrair malaria precisam de conhecer os sintomas da maldria e estarem prontas para procurar
o tratamento adequado. A colocagao de pessoas com formagao dentro da comunidade (p. ex.
trabalhadores comunitarios de saude), para ajudar a identificar a malaria e facilitar o acesso a
um tratamento eficaz, é considerada essencial para que os pacientes recebam tratamento
imediato.

No entanto, varios problemas podem minar estas estratégias. Obstaculos referentes a
acessibilidade de farmacos sao uma realidade comum. Além disso, existem problemas de fraca
adesao ao tratamento, relacionados com razoes econdmicas e com os efeitos secundarios de
alguns farmacos. Como resultado, os regimes terapéuticos, frequentemente, nao sao
concluidos, aumentando o risco de surgimento de resisténcias aos farmacos. O aumento e



propagacao da resisténcia aos antimaldricos, tais como a cloroquina e pirimetamina/sulfadoxina
(Fansidar®), é um grande obstaculo para a sustentabilidade da componente parasitologica dos
programas de controlo da malaria.

Controlo de vetores e principios para uma implementacdo efetiva

O controlo de vetores € um elemento importante da Estratégia Global de Controlo da Malaria
da Organiza¢ao Mundial de Saide (OMS). Continua a ser a forma mais eficaz de prevenir a
transmissao da malaria. O controlo de vetores da malaria envolve medidas para reduzir o
contato entre o(s) vetor(es) e os seres humanos, e para reduzir o nimero de mosquitos que
chegam a fase em que podem transmitir o parasita (fase infetante). Se tal for feito eficazmente,
diminui-se a transmissao do parasita, o que reduz o numero de pessoas que contraem malaria.

O controlo de vetores de maldria envolve métodos que podem ser classificados em duas
categorias gerais, apresentadas na Tabela |. Estes métodos sao, na sua maioria, baseados em
inseticidas.

Tabela I. Métodos de controlo de vetores de malaria (adaptado de WHO, 2006)

Para protecao

individual ou Para protecido
Método Acio familiar comunitaria
Redugido do contato Redes tratadas com Redes tratadas com
humano-mosquito inseticida, repelentes, inseticida, zooprofilaxia

vestuario protetor,
colocagao de telas de
rede e outros

Controlo de melhoramentos nas casas
vetores adultos  Eliminagio de Redes tratadas com
mosquitos adultos inseticida, pulverizagdes
intradomiciliares,
termonebulizagoes,
pulverizagdes de ultrabaixo
volume
Eliminacio de larvas de  Saneamento Aplicagao de larvicidas em
mosquitos peridoméstico corpos de agua, irrigagao

Controlo larvar . . =
intermitente, construcio de

manejo d . e
( .ade]o N canais artificiais, controlo
criadouros biologico
larvares) . .
Reducio de fontes Drenagens em pequena Saneamento ambiental,
escala manejo da agua, drenagem

Os principais métodos de controlo de vetores atualmente implementados em programas de
controlo da maldria incluem estratégias direcionadas aos adultos e aos imaturos.

e Manejo de Criadouros Larvares (sigla em inglés LSM): Estes métodos visam
reduzir o nimero de vetores que atingem a fase adulta. O LSM pode ser uma boa
intervengao complementar em situagoes de elevada densidade de populacional de
mosquitos, com um numero reduzido de habitats larvares bem delimitados, tais como
em regioes aridas (Tabela 2). Os métodos de LSM podem envolver:



— Inseticidas quimicos (p. ex. Temephos), agentes biologicos (p. ex. bactérias como o
Bacillus thuringiensis israelensis - Bti) ou toxinas que matam larvas e pupas;

— Peixes larvivoros tais como Gambusia dffinis e guppy (Poecilia reticulata);

— A aplicagao de oleos que formam uma pelicula sobre a agua que impede que as
larvas e pupas respirem;

— O uso de reguladores do crescimento dos insetos, que impedem as larvas de se
desenvolverem até a fase de adulto;

— A manipulagao ou eliminagao fisica de habitats larvares para impedir a reprodugao
do mosquito. Quando as alteragoes sao permanentes (p. ex. drenagens,
preenchimento de valas), designam-se por modificagoes ambientais.

e Pulverizacdo Residual Intradomiciliar (sigla em inglés IRS): Este método tem
como alvo o mosquito adulto. Consiste na pulverizagao das paredes interiores das casas
com inseticidas, aprovados pela OMS, que apresentam propriedades residuais. Uma vez
aplicado, o inseticida vai secar deixando uma pelicula de pequenos cristais na parede. O
vetor entra em contato com o inseticida quando repousa na parede, antes ou apos uma
refeicao de sangue, e morre se for suscetivel ao inseticida. Alguns dos inseticidas
utilizados em IRS também sao capazes de repelir os mosquitos, o que reduz o numero
de vetores que entram nas divisoes das casas pulverizadas.

¢ Redes (mosquiteiros) Tratadas com Inseticida (sigla em inglés ITN): Este
método também tem como alvo o mosquito adulto. O mosquiteiro fornece uma
barreira eficaz entre a pessoa que dorme protegida com ele e o mosquito vetor. Isto
reduz a possibilidade de picada e infegao. O inseticida, impregnado no mosquiteiro, atua
para matar e/ou repelir qualquer vetor suscetivel que repouse na rede. Atualmente,
existem redes tratadas com inseticidas de longa duragao (sigla em Inglés LLIN) que tém
uma vida util de cerca de 2-3 anos de uso. Em geral, os programas de controlo colocam
como meta de distribuicao de mosquiteiros uma cobertura maior ou igual a 80% da
populagao em risco numa dada area, uma vez que ja foi demonstrado que tal cobertura
proporciona um efeito de comunidade.

A eficacia de cada método de controlo depende de uma série de variaveis, que incluem
caracteristicas bioecologias dos mosquitos vetores, caracteristicas de habitat da regiao e
aspetos socioeconomicos/culturais da populagao humana. A Tabela 2 apresenta alguns dos
requisitos essenciais para o uso bem-sucedido dos trés principais métodos de controlo de
vetores.



Tabela2. Requisitos para a implementacao bem-sucedida dos principais
métodos de controlo de vetores (adaptado de WHO, 2006)

Intervencao Condic6es necessarias

Pulverizacdo Residual e Vetores repousam predominantemente no interior (espécies endofilicas)
Intradomiciliar e  Casas com paredes e tetos
e A populagio protegida nio é némada (domicilios permanentes)
e  Mobilizagdo comunitaria eficaz para maximizar a disponibilidade da populagao-alvo para
aceitar a pulverizagdo e cumprir com as normas de seguranga
e  Capacidade do Programa Nacional para organizar a aplicagao correta e atempada da
intervengao em todas as casas das areas a serem protegidas, incluindo informagao
sobre o nimero e localizagido das casas a serem pulverizadas
Redes Tratadas com e A maioria das picadas (e infe¢es de maldria) é adquirida dentro de casa (espécies
Inseticida endofagicas)
e  Pelo menos parte das picadas do vetor ocorre durante as horas em que as pessoas
estdo a dormir
e  Mobilizagdo comunitaria eficaz para maximizar a disponibilidade das pessoas em usar
corretamente os mosquiteiros
e Um sistema adequado de entrega da mosquiteiros tratados, incluindo informagoes
sobre o nimero e localizagdo de casas, bem como do niimero de pessoas que precisam
de mosquiteiro
e  Capacidade para organizar um programa de tratamento de redes, ou para passar a
distribuir, de forma gratuita, redes tratadas com inseticida de longa-duragao
Manejo de e  Os vetores ocupam criadouros permanentes ou semipermanentes
Criadouros Larvares e  Capacidade para localizar e mapear a maioria dos criadouros larvares, numa area que
reflita o alcance de voo do mosquito dentro da comunidade a ser intervencionada
e  Selecdo apropriada de medidas antilarvares
e  Participagdo comunitaria na redugio e eliminagio de criadouros

1.2 Educaciao comunitaria

As intervengoes de controlo de vetores devem ter uma forte componente de participagao
social, que normalmente visa motivar a protegao pessoal e familiar e que inclui a educagao em
satide e a mobilizacao comunitaria.

Os métodos destinados a reduzir o contato humano-vetor implicam muitas vezes uma mudanga
nos habitos humanos. Programas educacionais com foco no uso correto de mosquiteiros e
outras medidas de protecao individual, no saneamento e sobre a necessidade de terapéutica
correta, sao geralmente implementados com os programas de controlo.

1.3  Principios basicos de planeamento do controlo de vetores e o papel da
entomologia

Apesar da eficacia dos atuais métodos de controlo, a prevaléncia da maldria continua elevada
em muitas regioes. Embora tenha havido um aumento significativo no financiamento para o
controlo da maldria na maioria dos paises endémicos (a partir de fontes externas e internas), os
recursos dos Programas Nacionais ainda sao, em geral, limitados.



As estratégias de controlo da malaria devem ser baseadas em estudos epidemiologicos e
entomologicos, que fornecem informagoes sobre os determinantes locais da doenca. No
entanto, a maioria dos paises endémicos ainda enfrenta desafios significativos para planear e
implementar medidas de controlo de vetores de uma forma eficaz. Infraestruturas e
competéncias técnicas continuam a ser insuficientes. Além disso, em muitas regices os vetores
estao desenvolvendo resisténcia aos inseticidas.

A entomologia da malaria envolve o estudo dos fatores bioldgicos, ecologicos e
comportamentais que permitem ao mosquito vetor transmitir os parasitas da malaria, de uma
pessoa para outra. Permite a investigagao sistematica sobre o porqué das medidas de controlo
implementadas, poderem estar, ou nao, funcionar. A entomologia é, portanto, fundamental para
o planeamento e melhoramento das estratégias de controlo da malaria.

Das questoes que os estudos entomologicos vao responder, destacam-se:

¢ l|dentificar quais os mosquitos que estio presentes no local, e quais destas espécies sao
responsaveis pela transmissao da malaria;

e O comportamento (p. ex. habitos de picada e repouso) e os habitats de reprodugao
(criadouros) das espécies de vetores: por exemplo, se os vetores se alimentam de
sangue de outros animais para além dos humanos; ou qual a propor¢ao de mosquitos
que se alimenta no interior ou no exterior das habitagoes humanas;

e Se as intervengoes que estao sendo implementadas estao a afetar os vetores e a sua
capacidade de transmitir a malaria. Os indicadores medidos incluem alteragoes na
densidade populacional do vetor, taxas de infecao, niveis de suscetibilidade/resisténcia
aos inseticidas em uso, e a agao residual de inseticidas sobre superficies tratadas e em
mosquiteiros impregnados.

Os programas de controlo de vetores apresentam melhores possibilidades de sucesso se forem
planeados com base nos resultados destes estudos entomologicos. Finalmente, os programas de
controlo de vetores devem ter em conta o custo-eficacia e a sustentabilidade das estratégias
implementadas. Esforgos devem ser feitos para reforgar progressivamente as capacidades locais
para o planeamento, implementagao, monitorizagao e avaliagao destes programas.

Tipos de levantamentos entomoldgicos

Existem quatro tipos de levantamentos (pesquisas, rastreios) entomoldgicos:

¢ Levantamentos preliminares: Estes levantamentos sao originais, basicos e de curta-
duragao. Sao usados para recolher dados de base, geralmente com a finalidade de
planear uma intervengao de controlo. A énfase destas pesquisas inclui a identificagao das
espécies vetoras, caracterizagao de habitats larvares, estudos de comportamento de
repouso e alimentagao, estimativas de densidade, longevidade, taxas de infecao e
suscetibilidade aos inseticidas;



e Observacoes regulares ou de tendéncia: Trata-se de observagdes de rotina ou de
longo-prazo (inquéritos longitudinais ou operacionais de monitorizagao). Sao efetuadas
regularmente (p. ex. semanal, mensal) a fim de avaliar o impacto das medidas de
controlo;

e Verificacoes locais: Estas siao realizadas em localidades escolhidas aleatoriamente,
diferentes das estagoes de vigilancia fixas, para fornecer informagoes complementares
em areas que, de outra forma, nao estariam representadas na monitorizagao de rotina;

¢ Investigacoes focais: Sao realizadas em novas areas de transmissao de malaria ou
areas com transmissao persistente, para investigar as razoes da transmissao, ou porque
€ que as intervengoes implementadas estao a ser ineficazes na redugao da incidéncia da
doenca.



Unidade 2
Biologia de Vetores de Malaria

Objetivos de aprendizagem

O conhecimento sobre a biologia e comportamento de mosquitos Anopheles é
importante para entender como a malaria é transmitida e para ajudar na
elaboracao de estratégias de controlo adequadas. Esta unidade tem como

objetivo fornecer conhecimentos basicos sobre:
e A doencga e o parasita;
e Ociclo de vida do mosquito Anopheles;
e Os habitats larvares e as condi¢cdes que afetam o namero de adultos
emergidos;

e Caracteristicas, com importancia médica, dos mosquitos adultos.

2.1 Malaria

A malaria é um dos principais problemas de saide publica na maioria dos paises tropicais. Esta
doenga é causada por parasitas do género Plasmodium, que sao transmitidos de uma pessoa para
outra através da picada de um mosquito Anopheles fémea. Os machos Anopheles alimentam-se
apenas de néctares e sucos vegetais e, portanto, nao transmitem malaria.

Existem cinco espécies de Plasmodium que infetam o homem: Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi. Esta ultima ocorre no
Sudeste Asiatico e infeta principalmente primatas nao-humanos.

Existem cerca de 480 espécies de mosquitos Anopheles, das quais apenas cerca de 80
transmitem a malaria. Destas, |5 sao consideradas importantes vetores de malaria. O mosquito
contrai o parasita Plasmodium quando se alimenta do sangue de uma pessoa infetada. Uma vez
dentro do mosquito, o parasita multiplica-se e desloca-se desde o estomago até as glandulas
salivares. Quando atinge as glandulas salivares, o parasita é transmitido a outra pessoa, da
proxima vez que o mosquito realize uma refeicao sanguinea.

2.2 Ciclo de vida do mosquito Anopheles

Durante o seu ciclo de vida, o mosquito passa por quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto
(Fig. 1). Na passagem de larva a pupa e de pupa a adulto, o mosquito sofre grandes mudangas,
designadas por metamorfoses.



Fase de ovo
o As fémeas adultas de Anopheles acasalam apenas uma Unica vez. Esta Unica inseminagao
permite-lhes colocarem ovos durante o todo o seu tempo de vida.

e As fémeas precisam de realizar uma refeicao sanguinea a cada 2-3 dias. O sangue é
necessario para o desenvolvimento dos ovos. As fémeas fazem uma postura de ovos
antes de realizarem a proxima refeigao sanguinea.

e Os ovos sao colocados no meio aquatico (p. ex. pogas, charcos, ribeiras, lagos) em
grupos (posturas) de 50-200 ovos.

e O periodo de tempo necessario para os ovos eclodirem em larvas depende muito da
temperatura:

— A cerca de 30°C, os ovos eclodem em 2-3 dias.

— Em zonas temperadas (16°C), cerca de 7-14 dias.

Adulto
Terrestre
|~ Aquatico
Ovo

#

Estadios larvares: L1 L2 L3 L4

i
A

Larva

Figura |. Fases do ciclo de vida do mosquito Anopheles



Fase de larva

e A larva tem uma cabega bem desenvolvida, apresentando escovas bucais que sao usadas
para se alimentar (filtradores). A larva alimenta-se de micro-organismos (p. ex. algas,
bactérias) e de matéria organica existente na agua onde que se criam.

e A larva de Anopheles nao tem sifao respiratorio. Ela permanece paralela a superficie da
agua para respirar.

e As larvas passam por quatro estadios de desenvolvimento, designados por instares e
denotados como LI, L2, L3 e L4 (Fig. |), até se transformarem, por metamorfose, em
pupa.

e A temperatura da agua influencia o tempo necessario ao desenvolvimento larvar, que é
mais curto em aguas mais quentes. Dependendo da espécie do mosquito, o
desenvolvimento da larva até a fase de pupa pode durar cerca de 5-10 dias, em
condigoes de temperatura tropicais.

Fase de pupa

e A pupa tem a forma de uma virgula e mantem-se a superficie da agua.

e Tem um par de trompetas respiratérias através das quais respira quando esta a
superficie.

e A pupa nao se alimenta mas é movel e responde a estimulos.

e Esta é uma fase de repouso ou inatividade, durante a qual ocorre uma grande
transformagao do organismo do mosquito (metamorfose), que leva a passagem do meio
aquatico para o meio terrestre.

e A fase de pupa dura cerca de 2-3 dias.



Fase de adulto
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Em geral, o adulto emerge da pupa ao
anoitecer.

Depois de emergir, o mosquito adulto
repousa por um curto periodo de
tempo, a fim de endurecer seu corpo.

Pouco tempo apos a emergeéncia, os
mosquitos acasalam. Os machos
formam grandes enxames, geralmente
ao anoitecer, e as fémeas voam para os
enxames para acasalar (Fig. 2).

Tanto os mosquitos machos como as
fémeas alimentam-se de néctares
vegetais para obter energia.

Apos o acasalamento, as fémeas
procuram uma refeicao de sangue para
desenvolver os seus ovos. Para algumas
espécies uma refeicao sanguinea é
suficiente para o desenvolvimento dos
ovos. Em outras espécies, sao

Figura 2. Machos de Anopheles formam
enxames ao final da tarde para acasalar

(foto: JD Charlwood)

necessarias duas alimentagoes, pelo menos para o desenvolvimento da primeira postura

de ovos.

O periodo de tempo entre o ovo e o adulto pode variar entre 7 dias, a 31°C, e 20 dias,

a 20°C.

Habitats larvares e fatores que afetam a producao de adultos

O tipo de colecao de agua adequado para o desenvolvimento das larvas de mosquitos
(criadouro) é bastante variavel entre espécies de mosquitos, e mesmo dentro da mesma
espécie. Algumas espécies preferem corpos de agua sombrios, enquanto outros preferem
habitats expostos ao sol. Algumas espécies preferem aguas nao poluidas, enquanto outras

reproduzem-se em agua poluida. Algumas espécies exploram corpos de dgua de natureza mais
permanente (p. ex. drenagens, tanques, canais de irrigagao) e outras ocupam pogas e charcos
temporarios (Fig. 3).

Os mosquitos Anopheles nao costumam reproduzir-se em aguas muito movimentadas, como em
algumas ribeiras ou rios, ja que as larvas nao estao adaptadas para suportar a ondulagiao. Mas os

criadouros larvares podem ser tio diversos como pantanos, campos de arroz, pogas, charcos,
sapais, valas de drenagem, canais de irrigagao, buracos de arvores, recipientes de

armazenamento de agua e latas vazias. No entanto, algumas espécies de anofelineos mostram
preferéncia por habitats larvares especificos.



Em Africa:

e Anopheles gambiae prefere pequenas cole¢oes temporarias de agua, expostas a luz solar,
tais como pogas, pegadas de animais e marcas de pneu em estradas de terra;

e Anopheles funestus prefere corpos de agua permanentes ou semipermanentes,
geralmente com vegetagao (p. ex. margens de rios e ribeiros, pantanos e brejos).
Nas Américas:

e Larvas de Anopheles darlingi sao encontradas principalmente nas margens sombrias de
ribeiros e lagoas com aguas claras e fundos lodosos, vegetagao emergente ou flutuante.

Na Asia:
e Em areas urbanas, Anopheles stephensi cria-se em habitats de origem humana

(antropogénica), tais como cisternas, po¢os, sarjetas e fontes, que podem conter
diversos tipos de agua, incluindo agua poluida e salobra.

Nao se sabe muito sobre os fatores que afetam a sobrevivéncia das larvas e dos mecanismos
que controlam a emergéncia dos adultos. No entanto, a pluviosidade, temperatura, humidade e
a época do ano podem influenciar a sobrevivéncia das larvas e a emergéncia de adultos.

a. Pequena poga (temporario), b. Marcas de pneu numa estrada (temporario), c. Lagoa (permanente), d. Arrozal
(semipermanente), e. Tanques de agua e valas (permanente ou semipermanente)

Figura 3. Tipos de criadouros larvares de mosquitos



2.4 Caracteristicas de importancia médica nos adultos

A longevidade dos Anopheles adultos varia entre espécies e depende de fatores externos como
humidade, a temperatura e a presenca de predadores. O tempo de vida médio de um Anopheles
fémea é cerca de |5 dias, mas tempos de vida até varios meses tém sido observados em
algumas espécies.

Os comportamentos associados a alimentagao com sangue (comportamento de picada) e ao
repouso apos a refeicao sanguinea para o desenvolvimento dos ovos sao de grande importancia
epidemioldgica.
e Algumas espécies picam predominantemente dentro de habitagoes humanas
(endofagicas), enquanto outras picam fora das casas (exofagicas).

e Algumas espécies preferem picar humanos (antropofilicas), enquanto outras se
alimentam preferencialmente em outros animais (zoofilicas).

e Algumas espécies tendem a repousar no interior das habitagdes humanas durante a
digestao do sangue e desenvolvimento dos ovos (endofilicas), enquanto outras
repousam fora das casas (exofilicas).

As espécies de mosquitos podem também diferir na sua atividade de picada durante a noite.
Algumas espécies atingem o pico picada nas primeiras horas da noite, enquanto outras atingem
o pico ao amanhecer. Algumas espécies comegam a picar ao entardecer, antes mesmo de o
anoitecer. O padrao diario de picadas de uma espécie de mosquito é designado por ciclo de
picada.



Unidade 3
Anatomia e ldentificacao de Mosquitos

Objetivos de aprendizagem

No final desta unidade, o aluno deve ser capaz de:
Saber como identificar mosquitos Anopheles adultos;

[ )
e Diferenciar entre mosquitos machos e fémeas;
e Distinguir a fémea de Anopheles de outros mosquitos fémea,

e Distinguir os ovos e larvas de Anopheles dos de outros mosquitos.

A malaria humana é transmitida exclusivamente por mosquitos do género Anopheles. Este
género pertence a uma subfamilia chamada Anophelinae (anofelineos) dentro da familia
Culicidae. Ha uma outra subfamilia chamada Culicinae (culicineos), que inclui dois géneros de
grande importancia médica: Aedes (p. ex. Aedes aegypti, o vetor da dengue e da febre amarela) e
Culex (p. ex. Culex quinquefasciatus, vetor da filariose linfatica). Com a excegao da pupa, €
possivel distinguir facilmente anofelineos (subfamilia Anophelinae) de culicineos (subfamilia
Culicinae) em todas as fases do ciclo de vida do mosquito.

3.1 Como distinguir os ovos de anofelineos de outros culicineos

e Os ovos de Anopheles tém flutuadores nas faces laterais (Fig. 4) e sao colocados
separadamente na agua.

e Os ovos de culicineos nao tém flutuadores. Os ovos de espécies do género Culex sao
colocados em aglomerado, fazendo lembrar uma jangada que flutua na superficie da
agua. Os ovos de Aedes sao colocados individualmente, mas nao tém flutuadores e,
frequentemente, sao depositados em superficies solidas junto a linha de agua e nao
sobre a agua (Fig. 4).
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Figura 4. Exemplos de ovos de Aedes, Culex e Anopheles

3.2 Como distinguir entre larvas de anofelineos e culicineos

A larva do mosquito é dividida em cabega, torax e do abdémen (Fig. 5).

Figura 5. Morfologia de uma larva de Anopheles



Duas caracteristicas principais diferenciam as larvas de anofelineos das de culicineos (Fig. 6):
e As larvas de culicineos (Culex e Aedes) tém um tubo (sifao) para respirar, apresentando
uma posic¢ao obliqua quando estao junto a superficie da agua;

e As larvas de anofelineos nao possuem um sifao e repousam paralelamente a superficie
da agua. Em vez de um sifao, elas respiram através de pequenas aberturas chamadas
espiraculos.

Figura 6. Diferencas entre larvas de anofelineos e culicineos

3.3 A pupa

A pupa de um mosquito tem a forma de uma virgula (Fig. 7), estando o seu corpo dividido em
cefalotérax e abdomen. As pupas repousam a superficie da agua, mas nadam rapidamente para
o fundo quando perturbadas. E muito dificil distinguir entre pupas de anofelineos e culicineos,
dado que as diferengas morfologicas nesta fase sao muito subtis.




Figura 7. Pupa de Anopheles

3.4 Como distinguir entre anofelineos e culicineos adultos

O corpo do mosquito adulto, tal como o das larvas, é dividido em cabega, térax e abdomen
(Fig. 8). As principais estruturas da cabeca incluem dois grandes olhos compostos, duas antenas,
dois palpos maxilares e a proboscide, que é adaptada para picar e sugar. No térax, ha trés pares
de patas (anteriores, médias e posteriores), um par de asas e um par de balanceiros (asas
vestigiais modificadas). O abdomen é composto por 10 segmentos, estando os dois uUltimos
modificados para formar a genitdlia (masculina ou feminina).
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Figura 8. Anatomia de um mosquito adulto

Existem duas caracteristicas principais que podem ser usadas para distinguir entre anofelineos e
culicineos adultos: os palpos maxilares (Fig. 9) e a posi¢ao de repouso (Fig. 10).
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Figura 9. Diferencas na cabe¢ca do macho e da fémea de anofelineos e culicineos



As fémeas de anofelineos apresentam palpos maxilares tao longos quanto a probdscide.
As fémeas de culicineos tém palpos muito mais curtos do que a probdscide.

A terminagao dos palpos dos anofelineos macho apresenta a extremidade dilatada, de
uma forma que lembra um machado ou um taco de golfe. O mesmo nao acontece nos
culicineos macho.

Comum aos anofelineos e culicineos é o dimorfismo sexual das antenas. Os machos tém
antenas com muitas sedas grandes (chamadas de plumosas) enquanto as fémeas tém
antenas com poucas sedas finas (chamadas de pilosas) (Fig. 9).

Os mosquitos anofelineos adultos tendem a repousar numa posi¢ao obliqua, num angulo
entre 50° e 90° relativo a superficie. Os culicineos tendem a repousar paralelamente a
superficie de repouso (Fig. 10).
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Figura 10. Posicao de repouso de mosquitos anofelineos e culicineos adultos

3.5

Métodos de identificacao de espécies de mosquitos

Para além das diferengas entre anofelineos e culicineos acima mencionadas, é também
importante fazer a distingao entre as diferentes espécies de anofelineos. Existem varios
métodos que podem ser aplicados na identificacao de espécies de anofelineos. Estes incluem:

Métodos morfolégicos com uso de chaves taxondmicas. Algumas das principais
caracteristicas morfologicas utilizadas na identificagao de mosquitos estao localizadas
nos palpos, probodscide, patas, asas e térax. Existem chaves taxonomicas para a
identificagao de espécies de vetores de maldria locais e estas chaves podem variar de
acordo com a drea geografica e as espécies presentes;



e Citotaxonomia. Estes métodos utilizam diferengas nos cromossomas que sao
especificas de cada espécie. Estas técnicas podem ser aplicadas somente em certas fases
do ciclo de vida do mosquito, ou em determinado sexo, em que estao presentes
cromossomas politénicos ou "gigantes", adequados para observagio ao microscépio;

e Métodos moleculares. Estes métodos consistem na analise de diferengas especificas
de cada espécie ao nivel do ADN. Uma vez que o ADN permanece inalterado durante o
ciclo de vida do mosquito, estes métodos podem ser aplicados em qualquer fase ou
estadio (imaturos e adultos) do mosquito.

Os métodos citotaxonomicos e moleculares sao normalmente aplicados para identificar grupos
de espécies que nao apresentam diferengas morfoldgicas entre si, tais como as que compoem
um complexo de espécies gémeas (ver Unidade 4). Estes métodos nao serao demonstrados
neste curso.



Unidade 4
Diversidade de Vetores de Malaria

Objetivos de aprendizagem

O conhecimento dos vetores de maléaria locais € importante para a
compreensédo datransmissédo e para o desenvolvimento de estratégias de

controlo eficazes. Esta unidade vai ajudar a entender:
e Que atransmissdo de maléaria é, em muitos casos, sustentada por
varias espécies de vetores que coexistem na mesma area ou regiao;
Que diferentes espécies apresentam comportamentos diferentes, o
gue pode afetar a transmissdo da malaria e o controlo de vetores.

Os anofelineos compreendem cerca de 480 espécies, das quais apenas cerca de 80 sao
consideradas vetores da malaria. Com excecao da Antartida, existem vetores da malaria em
todos os continentes do mundo. De grande relevancia é o fato de poderem ocorrer varias
espécies de vetores na mesma area e 20 mesmo tempo (espécies simpatricas).

Devido as diferencas na ecologia e comportamento, espécies simpatricas podem formar
sistemas vetoriais complexos. Por exemplo, quando uma espécie vetora que explora criadouros
larvares semipermanentes coocorre na mesma area com uma espécie que prefere criadouros
temporarios, tal pode representar dificuldades acrescidas para no controlo de vetores baseado
no manejo criadouros larvares. De igual modo, a ocorréncia simpatrica de uma espécie vetora
endofagica com uma exofagica cria desafios adicionais para a eficacia de métodos de controlo
aplicados no interior das habitagoes, tais como LLINs.

A correta identificagao dos vetores-alvo €, assim, fundamental para o sucesso da implementagao
de qualquer estratégia de controlo de vetores.

4.1 Complexos de espécies gémeas

Os anofelineos compreendem varias espécies que sao morfologicamente idénticas entre si, mas
que tém composicao genética diferente. Estas espécies sao chamadas espécies gémeas ou
cripticas e, juntas, sao referidas como um "complexo" ou "grupo" de espécies. Apesar de serem
morfologicamente idénticas, as espécies gémeas sao reprodutivamente isoladas entre si. Isto
resulta na acumulagao de diferengas genéticas que frequentemente conduzem a diferengas na
bioecologia e no comportamento. Estas diferencas podem por sua vez resultar em diferengas na
importancia médica entre as espécies de um complexo, o que pode ter também implicagoes
para o controlo de vetores.



Dependendo da regiao geografica, a composicao das espécies de anofelineos varia e, como tal,
os vetores responsaveis pela transmissao da malaria também podem variar de uma regiao para
outra. Nas se¢oes seguintes, sera dada uma breve descrigao de alguns dos principais vetores da
malaria humana em Africa, nas Américas e na Asia. As descrigdes das espécies foram baseadas
nas obras de Service & Townson (2002), Manguin et al. (2008), Hay et al. (2010) e Sinka et al.
(2010a,b). Os alunos sao encorajados a consultar estas obras para obter uma informagao mais
completa e detalhada da diversidade de espécies de vetores de malaria nas diferentes regices
geograficas do mundo.

4.2 Vetores de malaria nas Américas

De entre os principais mosquitos vetores responsaveis pela transmissao da malaria nas
Américas, destacam-se as seguintes espécies:

Anopheles albimanus

Esta espécie € um importante vetor da malaria no México, América Central e na parte noroeste
da América do Sul (Colémbia, Equador, Peru e Venezuela). Os criadouros tipicos desta espécie
sao locais expostos ao sol, com agua-doce ou salobra e limpida, naturais ou antropogénicos, e
geralmente contendo vegetacao flutuante ou emergente. Esta espécie pica tanto no interior
como no exterior das habitagdes humanas e é principalmente exofilica. Apresenta também uma
tendéncia para a zoofilia, mas isto depende bastante da localizagao geogriafica e disponibilidade
de hospedeiro.

Complexo Anopheles albitarsis

O complexo Anopheles albitarsis compreende quatro espécies: Anopheles albitarsis A e B,
Anopheles marajoara e Anopheles deaneorum. As larvas desenvolvem-se em criadouros de
grandes dimensoes expostos ao sol, como lagoas, arrozais e pantanos de agua-doce, limpida, e
com algas filamentosas. Os adultos sao exofilicos e picam tanto humanos como animais
domésticos, quer no interior quer no exterior das habitagoes. Este complexo pode ser
encontrado em quase todo o norte, leste e regiao central da América do Sul.

Anopheles darlingi

Embora esteja geograficamente bastante dispersa, esta espécie é o principal vetor da malaria na
regiao amazonica. A sua distribuicao estende-se desde o norte do continente (Colombia,
Guiana Francesa, Guiana, Suriname, Venezuela e norte do Peru) até ao leste e sul do Brasil,
Paraguai e norte da Argentina. E um mosquito fluvial (ribeirinho) adaptado a areas rurais e
florestais. Os criadouros caracteristicos sao as margens sombreadas de ribeiros lentos com
agua limpa e vegetacao submersa. Pode também ser encontrado em charcos de agua-doce,
pantanos, lagoas e campos de arroz. Anopheles darlingi tende a repousar fora das habitagoes e o
seu grau de endofagia e de antropofilia é bastante variavel. Em algumas situagoes, esta variagao
tem sido associada a alteracoes comportamentais da populagao humana.



Complexo Anopheles nuneztovari

Este complexo inclui duas ou, possivelmente, trés espécies gémeas (A e B/C) identificadas a
partir de diferengas nos cromossomas, mas a taxonomia deste complexo ainda esta para ser
totalmente esclarecida. O complexo esta distribuido pelo norte e centro da América do Sul,
estando ausente das regioes costeiras a leste e oeste do continente. Os criadouros larvares sao
normalmente pogas de agua turva, expostas ao sol, marcas de pneus de veiculos, pegadas e
pequenos charcos de natureza temporaria ou semipermanente. Os adultos sao principalmente
exofilicos, exofagicos e zoofilicos, mas podem picar humanos no exterior. Hd uma diferenga no
ciclo de picada entre as espécies gémeas, com a espécie A a picar nas primeiras horas da noite
(18.00-20:00) e as espécies B/C a picar mais tardiamente (22:00-02:00).

Complexo Anopheles pseudopunctipennis

O complexo é composto por pelo menos duas espécies gémeas e tem uma distribuigao
generalizada, desde o sul dos EUA, na América Central, e parte oriental do continente Sul-
Americano até o norte da Argentina. Estes mosquitos podem sobreviver em altitudes elevadas
(até 3000 metros). As larvas sao encontradas principalmente nas margens expostas de riachos
de agua-doce e pogas rasas junto de rios e ribeiros, onde se encontram algas filamentosas
abundantes que oferecem protecao. Esta espécie pode ser um vetor importante durante a
estagao seca, quando o nivel dos rios baixa e formam-se pequenos charcos e pogas. Os adultos
exibem um comportamento de picada marcadamente oportunista, alimentando-se tanto em
seres humanos como em outros animais, no interior e no exterior das habitagoes. Sao
considerados exofilicos mas varios estudos sugerem que uma proporgao de mosquitos desta
espécie repousa no interior apos a alimentagao sanguinea.

4.3 Vetores de malaria em Africa

Em Africa, os principais vetores da malaria sio membros do complexo Anopheles gambiae e do
grupo Anopheles funestus. Dada a grande importancia da malaria no continente Africano, estas
sao provavelmente as espécies de mosquito mais estudadas no mundo.

Complexo Anopheles gambiae

Este complexo apresenta sete espécies gémeas, que podem ser agrupadas em espécies de agua-
doce: Anopheles gambiae sensu stricto, Anopheles arabiensis, Anopheles bwambae e Anopheles
quadriannulatus A e B; e espécies de agua salobra: Anopheles melas e Anopheles merus.

e Anopheles gambiae s.s. e Anopheles arabiensis

Anopheles gambiae s.s. e Anopheles arabiensis sao os principais vetores da malaria do
complexo e apresentam uma ampla distribuicao geografica a sul do deserto do Saara.
Anopheles gambiae s.s. predomina em zonas de floresta e savana himida enquanto An.
arabiensis é melhor sucedido em ambientes mais aridos. Ambas as espécies exploram
criadouros temporarios, geralmente pogas pequenas, rasas, expostas ao sol e sem



vegetagao. As duas espécies ocupam muitas vezes o mesmo criadouro. Anopheles gambiae
s.s. alimenta-se principalmente em seres humanos (antropofilico), enquanto An. arabiensis é
geralmente mais zoofilico. No entanto, estas espécies podem apresentar uma variagao
consideravel na preferéncia alimentar ao longo do continente Africano. Com poucas
excegoes, Anopheles gambiae s.s. é geralmente endofagico e endofilico. Anopheles arabiensis
mostra uma maior variagao nestes comportamentos.

e Anopheles quadriannulatus A e B

Anopheles quadriannulatus A é estritamente zoofilico e, assim, € o Gnico membro do
complexo An. gambiae que nao transmite malaria. Os locais de oviposi¢ao sao semelhantes
aos das outras espécies de agua-doce do complexo. Em 1998, uma nova espécie foi descrita
a partir de amostras coletadas na Etidpia e provisoriamente denominada Anopheles
quadriannulatus espécie B. Sabe-se ainda muito pouco sobre a sua biologia.

e Anopheles bwambae

Esta espécie reproduz-se em criadouros derivados de nascentes de aguas termais, com
temperaturas de 33-36°C e pH ligeiramente superior ao de criadouros tipicos de An.
gambiae s.s. A distribuicao desta espécie limita-se a floresta Semliki do Uganda. Apresenta
elevadas densidades na floresta durante todo o ano, onde pica o homem, principalmente no
exterior. Embora seja capaz de transmitir a malaria, esta espécie nao é considerada um
vetor muito importante devido a sua distribuicao limitada.

e Anopheles melas e Anopheles merus

Estas sao as duas espécies do complexo que estao adaptadas a criadouros de agua salobra.
Ambas ocupam habitats costeiros com zonas de mangais (p. ex. estuarios, lagoas e
pantanos). No entanto, diferem na distribuicao geografica. Anopheles melas ocorre na costa
da Africa Ocidental e An. merus esté restrito a Africa Oriental. Ambas as espécies sio
consideradas vetores secundarios da malaria.

Grupo Anopheles funestus

O grupo Anopheles funestus € composto por nove espécies gémeas ou muito préximas entre si.
Destas, apenas a espécies nominal, Anopheles funestus sensu stricto é vetor da malaria em Africa.
Nenhum dos restantes membros do grupo sio vetores da malaria: Anopheles rivulorum (Africa
Ocidental e Oriental), Anopheles leesoni (Africa Ocidental e Oriental), Anopheles confusus (Africa
Oriental), Anopheles parensis (Africa Oriental), Anopheles vaneedeni (norte da Africa do Sul),
Anopheles fuscivenosus (Zimbabué), Anopheles aruni (Zanzibar) e Anopheles brucei (Nigéria). Estas
espécies sao principalmente zoofilicas.



e Anopheles funestus s.s.

E considerado, juntamente com An. gambiae s.s. e An. arabiensis, um dos mais importantes
vetores da malaria em Africa. Tem uma ampla distribuigio em todo o continente Africano a
sul do deserto do Saara. Em geral, Anopheles funestus s.s. desenvolve-se em corpos de dgua
relativamente grandes, permanentes e semipermanentes, com vegetagao (p. ex. pantanos,
lagoas, margens de lagos). E uma espécie altamente antropofilica que pica principalmente
dentro de casa (endofagica).

4.4 Vetores de malaria na Asia

As seguintes espécies/complexos sao alguns dos principais vetores de malaria na regiao Asiatica:

Complexo Anopheles culicifacies

O complexo An. culicifacies tem uma distribuicao generalizada por todo o continente Asiatico,
desde a Etiépia (Africa) e da costa sul da Peninsula Arabica, através do subcontinente Indiano e
até ao sul da China, Vietname, Laos, Camboja, Tailandia e Myanmar. Cinco espécies gémeas,
reconhecidas pelos cromossomas (A, B, C, D e E), foram descritas neste complexo. Destas, a
espécie E é considerada o vetor de maldria mais importante do complexo, em particular na
india. A espécie B ndo é vetor. As larvas ocupam uma variedade de criadouros, de agua limpa
ou poluida, expostos ao sol ou a sombra. A espécie E é altamente endofilica e antropofilica,
enquanto as outras espécies sao mais zoofilicas, especialmente a espécie B. As picadas ocorrem
tanto no interior como no exterior das habitagoes humanas.

Complexo Anopheles dirus

Este complexo inclui sete espécies gémeas: Anopheles dirus, Anopheles cracens, Anopheles
scanloni, Anopheles baimaii, Anopheles elegans, Anopheles nemophilous e Anopheles
takasagoensis. Com a excegao de An. elegans (que é encontrada nas florestas montanhosas do
sudoeste da india), An. baimaii (do nordeste da india até o sul de Myanmar e oeste da Tailindia)
e An. takasagoensis (Taiwan), as restantes espécies deste complexo sao distribuidos em toda a
Indochina e peninsula Malaia. As larvas criam-se, normalmente, em pequenas pogas temporarias
e sombreadas e em pegadas animais, no interior ou nas margens das florestas. O complexo
inclui vetores principais de maldria em areas de floresta tropical, floresta cultivada e margens de
florestais; mas também espécies com pouca ou nenhuma importancia na transmissao da malaria.
Anopheles dirus e An. baimaii sao vetores principais de malaria em zonas de floresta, sendo
principalmente exofagicos e antropofilicos. Tendem a repousar no exterior apos a refeicao
sanguinea. Anopheles nemophilous e An. takasagoensis sao espécies zoofilicas e sao, assim,
consideradas como nao-vetores.



Grupo Anopheles maculatus

O grupo An. maculatus inclui oito espécies, das quais seis formam dois subgrupos: subgrupo
maculatus (Anopheles dispar, Anopheles greeni, Anopheles dravidicus e Anopheles maculatus);
subgrupo sawadwongporni (Anopheles notanandai e Anopheles sawadwongporni). Existem
ainda duas espécies que nao estao atribuidas a nenhum subgrupo: Anopheles pseudowillmori e
Anopheles willmori. Os membros do grupo An. maculatus grupo estao distribuidos em toda a
Asia, da india a Indonésia e Filipinas. A definicio precisa do papel relativo de cada espécie na
transmissao da maldria tem sido dificil, devido a problemas de identificacao.

e Anopheles maculatus

A espécie nominal do grupo tem a distribuicao mais ampla, que vai desde o oeste do
Afeganistao e Paquistao, sul da China, Taiwan, Indochina, peninsulas Malaia, até as ilhas
Indonésias (Sumatra e Java). E considerado um importante vetor de malaria no leste da
india, sul da Taildndia, Malasia e Java. Esta espécie é encontrada principalmente em ou perto
de areas montanhosas, onde explora uma variedade de criadouros larvares, incluindo aguas
de infiltragao, valas, arrozais, lagoas, margens de ribeiros, pantanos e lagos. Os adultos
picam seres humanos e outros animais, tanto dentro como fora de casa, e repousam no
exterior apos a alimentagao.

Complexo Anopheles minimus

Este complexo é formado por pelo menos trés espécies gémeas: Anopheles minimus espécie A,
Anopheles harrisoni (espécie C) e Anopheles minimus espécie E. A distribuicao do complexo
estende-se desde o nordeste da india, Bangladeche, Vietname, Laos, Camboja, Tailandia,
Myanmar, sul da China, até a Malasia e ilhas da Indonésia. Anopheles minimus e An. harrisoni sao
responsaveis pela transmissao da malaria em regidoes montanhosas, a altitudes entre 200 e 1000
metros. Ocorrem em areas florestais, onde a larvas se desenvolvem nas margens verdejantes
de ribeiros com aguas correntes lentas e limpidas, mas também podem explorar reservatoérios
de 4gua, arrozais e escavagoes. Anopheles minimus é considerado antropofilico, endofagico e
endofilico, mas apresenta variagoes no comportamento de picada. Em comparagao, An. harrisoni
parece ser mais zoofilico e exofagico.



Unidade 5
Colheita de Mosquitos (Larvas)

Objetivos de aprendizagem

Esta unidade ira transmitir conhecimentos basicos sobre como:

e Realizar colheitas de larvas e pupas de mosquitos vetores em
habitats naturais.

As varias espécies de mosquitos vetores podem exibir diferentes preferéncias de habitat larvar.
Os criadouros larvares podem ser muito diversos, incluindo lagoas, lagos, charcos, pantanos,
arrozais, pequenas pocas de agua das chuvas, pegadas de animais, marcas de pneus, buracos de
arvores, axilas de plantas e margens de ribeiros. E importante conhecer as preferéncias de
criadouros dos vetores locais de malaria, com vista a implementar medidas de controlo
eficazes. A colheita de larvas de mosquitos é uma atividade fundamental na vigilancia de vetores.
As colheitas de larvas servem para:

e Determinar as espécies de vetores presentes na area de estudo;
¢ |dentificar os criadouros preferenciais de cada espécie;

e Determinar a distribuicao geografica dos vetores;

e Avaliar o impacto de medidas antilarvares na densidade larvar;

e Obter amostras de larvas para se criar adultos no insectario.

Os equipamentos e materiais para colheita de larvas dependem do método a ser utilizado. Os
equipamentos e materiais mais comuns incluem (Fig. | 1): cagos, redes (para maior
concentragao de larvas), quadrantes, tabuleiros (pratos, bacias), coadores, conchas para
pequenas colegoes de agua, pipetas, caixas com tampa (para guardar as amostras) e materiais de
registo (marcadores a prova de agua, fita adesiva, fichas de campo; ver secgao 5.2). Um GPS
(sistema de posicionamento global), termémetro de agua e medidor de pH também sao uteis
para caracterizar os criadouros. Os coletores devem usar botas de borracha e usar luvas de
protecao quando efetuam colheitas.



L Gy
6

I. Caixa térmica, 2. Concha, 3. Prato e bacia, 4. Caixa com tampa, 5. Pipetas, 6. Coador, 7. Cago.
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Figura | 1. Principais materiais e equipamentos necessarios para a
colheita de larvas

5.1 Métodos de colheita

Existem varios métodos de amostragem de larvas. A aplicagao de cada método depende da
natureza e tipo de criadouro, tal como descrito nos seguintes paragrafos.

O coletor deve aproximar-se do criadouro com cuidado, evitando qualquer perturbagao que
fara com que as larvas e pupas nadem para o fundo do criadouro. E importante que o coletor
nao faca sombra sobre a dgua, o que também perturba as larvas. Se larvas e pupas se
movimentarem, pode ser necessario permanecer quieto junto ao criadouro durante alguns
minutos, até que os imaturos voltem a superficie.

Colheita com caco

e Este método é normalmente utilizado para a amostragem de corpos de agua
relativamente grandes, como pantanos, valas, charcos margens rios ou ribeiros e
arrozais (Fig. 12).

e O cago deve ser suavemente introduzido na agua, num angulo de cerca de 45°,
minimizando a perturbagao. De seguida, arrasta-se o caco a superficie da agua ou
afunda-se o cago de modo a que a agua entre lentamente, fazendo com que as larvas
entrem no cago. Deve ter-se cuidado para nao derramar agua do cago quando este €
retirado do criadouro.

e As larvas devem ser colhidas do cago com uma pipeta e transferidas para um frasco ou
caixa devidamente etiquetados.



¢ Quando o criadouro tem vegetagao emergente, o coletor deve perturbar a agua,
levando as larvas a nadar para o fundo e, em seguida, retirar um pouco da vegetagao.
Aguarda-se entao alguns minutos antes de retomar a amostragem, como descrito
anteriormente.

e O numero de amostras de agua do criadouro, retiradas com o cago (cagadas ou
conchadas), deve ser anotado para o calculo da densidade larvar. Também se deve

anotar o tempo gasto na colheita em cada criadouro.

Figura 12. Colheita de larvas com caco

Colheita com rede

e Este método consiste na utilizagio de uma rede de malha fina montada num cabo, e com
uma garrafa de plastico ou tubo ligado a extremidade da rede. As redes sao
normalmente usadas para colher larvas e pupas em corpos de agua de grandes
dimensoes, como lagoas e pequenos lagos.

e A rede deve ser posicionada num angulo de cerca de 45° relativo a superficie da agua e
arrastada a superficie. As larvas e pupas sao capturadas na garrafa de plastico ou tubo
colocados na extremidade da rede.

Colheita com pipeta

e Este método ¢é utilizado na colheita de larvas em criadouros pequenos, tais como
pequenas pogas, pegadas de animais, pequenos contentores, axilas de plantas e buracos
de arvores (Fig. 13).



5.2

Figura 13. Colheita de larvas com pipeta

Registos de colheita

Sempre que possivel, utilize um GPS ou outros meios manuais (p. ex. mapa desenhado) para
localizar e numerar os criadouros amostrados. As caracteristicas de cada criadouro devem ser
anotadas, nomeadamente:

Localizagao geografica (coordenadas GPS, nome da localidade);
Tipo de criadouro (permanente, semipermanente, temporario);
Origem da agua (p. ex. chuva, rio, lagoa, antropogénica);
Natureza da colegio de agua (p. ex. poga, arrozal, vala);

A exposicao a luz solar (ensolarada sombreada);

Presenca de vegetagao (emergente, submersa, flutuante);

Caracteristicas da agua (p. ex. clara, turva, poluida, escura, temperatura, pH).

Os registos também devem incluir o nimero de amostras de agua retiradas de cada criadouro
e o periodo de tempo de cada amostragem. Todos os frascos/caixas contendo larvas de um
criadouro devem ser identificados com o nimero do criadouro que foi anotado no caderno ou
ficha de registo (ficha de campo). Um exemplo de uma ficha de campo para colheitas larvares
pode ser encontrado no Anexo Il




5.3  Transporte de larvas vivas

Todas as larvas colhidas de um criadouro devem ser mantidas num frasco ou caixa, marcado
com uma etiqueta escrita a lapis. A etiqueta é colocada no interior do recipiente. O rétulo deve
incluir informagoes importantes, como a data, local, iniciais do coletor e nimero da
amostra/criadouro. Esta informagao deve ser replicada na ficha de registo. Além disso, a parte
lateral do recipiente pode também ser rotulada com um marcador de tinta permanente.

e Para evitar a agitagao excessiva ou exposigao ao calor extremo, os recipientes contendo
as larvas (frascos/caixas) devem ser transportados numa caixa térmica com placas de
frio.

e Ao transportar as larvas por distancias longas, nao se deve cobrir os recipientes. Se
cobertos, deve-se abrir os recipientes em intervalos de tempo regulares, por exemplo, a
cada duas horas. Certifique-se que ha cerca de | a 2 cm de espago entre a agua e a
tampa do recipiente para permitir que haja ar para as larvas e pupas respirarem.

e Em algumas ocasioes, é aconselhavel transportar agua do criadouro onde as larvas foram
colhidas noutro recipiente, para ser usada na criagao das larvas até a fase de adulto,
especialmente se estes mosquitos vao ser utilizados em ensaios de suscetibilidade aos
inseticidas.

5.4 Conservaciao de amostras

No laboratério, as larvas sao identificadas e contadas, podendo ser preservadas para andlises
posteriores. As larvas podem ser mortas pelo calor (colocando-as em agua quente a 50-70°C)
ou por afogamento em etanol (alcool) absoluto. As larvas devem ser conservadas em etanol 70-
80% ou etanol a 80% + 2% de glicerina. Se é utilizada agua quente, esta deve ser despejada com
cuidado para que as larvas, agora mortas, permanegam no frasco. Em seguida, adiciona-se o
etanol e fecha-se o frasco.

5.5 Estimativas de parametros larvares

As pesquisas de criadouros larvares fornecem varias informagoes sobre aspetos bioecologicos
das espécies de mosquitos. Sao também utilizadas para avaliar o impacto das medidas de
controlo do vetor, através da comparagao de densidades larvares e da ocupagao de criadouros,
antes e depois da implementagao da intervengao.

A estimacao da densidade larvar é um processo complexo, pois exige uma padronizagao do
esfor¢co de amostragem. Por exemplo, isto pode implicar colher o mesmo nimero de amostras
de agua em cada criadouro, utilizando cagos do mesmo tamanho. Tal pode ser dificil no campo,
dado que os criadouros podem variar muito em tamanho e forma. Para ultrapassar estas
limitagoes, podem ser necessarios equipamentos adicionais e estratégias de amostragem mais
elaboradas para estimar densidades larvais. Quando as condigoes de amostragem correta sao



cumpridas, pode-se estimar a densidade larvar através de um indice simples, o Indice de
Criagao de Mosquitos (BI)3:

Bl = TLP + ND x BP
Onde:
TLP = nimero total de larvas colhidas
ND = numero total de amostras de agua retiradas com o cago
BP = nimero de criadouros prospetados

Outros parametros estao disponiveis para estimar a ocupagao dos criadouros por mosquitos.
Trés exemplos sao dados a seguir+.

indice de Criacdo Geral (ICG)

Este indice € uma medida da proporg¢ao de cole¢oes de agua que os mosquitos utilizam para se
desenvolver, numa dada localidade. E calculado dividindo-se o niumero de criadouros com
culicideos imaturos (larvas e pupas) pelo niumero total de colegoes de agua prospetadas.

indice de Criagéo Absoluto (IBA)

E a proporgio relativa de criadouros ocupados por uma espécie de vetor, numa dada
localidade. O célculo deste indice requer que as larvas sejam identificadas ao nivel da espécie.
Obtém-se dividindo o numero de criadouros positivos para essa espécie pelo numero total de
colegoes de agua prospetadas.

indice de Criacéo Relativo (ICR)

Este pardametro reflete a abundancia de criadouros de uma determinada espécie em relagao ao
numero de colecdes de 4gua onde sio encontrados mosquitos, numa localidade. E calculado
dividindo-se o nimero de criadouros positivos para a espécie pelo numero total de criadouros
positivos para mosquitos.

3 Belkin JN (1954). Simple larval and adult mosquito indexes for routine mosquito control operations. Mosquito News 14:127-131.

* Ribeiro H et al. (1980). Os mosquitos de Cabo Verde (Diptera: Culicidae). Sistemadtica, distribuicdo, bioecologia e importdncia médica. Junta de
Investigagdes Cientificas do Ultramar, Lisboa, Portugal. 141pp.



Unidade 6
Colheita de Mosquitos (Adultos)

Objetivos de aprendizagem

Esta unidade proporcionara informacé&o basica sobre:
e Métodos utilizados para capturar mosquitos adultos.

Em qualquer localidade, a populagao de mosquitos é composta por diferentes espécies,
exibindo diferentes comportamentos e estados fisiologicos (p. ex. fémeas recém-alimentadas,
gravidas). O mosquito também pode apresentar diferentes comportamentos consoante o seu
estado fisioldgico. Isto inclui procurar um hospedeiro para se alimentar de sangue, repousar
durante a maturagao dos ovos e sair das casas em busca de um criadouro para por os ovos. Os
varios métodos de amostragem de mosquitos adultos foram concebidos tendo em conta estes
diferentes comportamentos.

6.1 Colheita de mosquitos adultos

Antes de sair para o campo, todo o equipamento essencial para a colheita de mosquitos adultos
deve estar preparado. Havera uma aula em que sera demonstrado como preparar os materiais
utilizados em cada método de colheita e como manusea-los de maneira correta. Os alunos
terao oportunidade de praticar estes procedimentos antes das aulas de campo.

Colheita sobre humanos

Este € um método padronizado que permite avaliar as interagoes entre o vetor e o hospedeiro
humano. O nimero de vetores que picam os seres humanos é um parametro importante para
estimar o nivel de transmissao da malaria, uma vez que ajuda a responder aos seguintes pontos:

¢ Quais os mosquitos anofelineos que picam os seres humanos;
¢ Quais das espécies que picam sao vetores de malaria;

e Quantas vezes € uma pessoa picada por um vetor;

¢ Qual é o ciclo de picada durante a noite;

e Quais os vetores que picam dentro e fora das habitagoes.

Materiais essenciais (Fig. 14): aspiradores bucais ou mecanicos, copos de papel nao-
encerado cobertos com rede de malha fina (tule), elasticos, lanternas, baterias (pilhas), tubos de
ensaio (I 10mm x 10mm ou 60mm x 10mm) e rolhas de borracha (como alternativa aos
aspiradores e copos), algodao, solugao de aglcar a 10%, lapis ou caneta de tinta permanente e
fita adesiva.
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I. Aspirador bucal, 2. Aspirador mecanico, 3. Lanterna, 4. Baterias (pilhas), 5. Fita adesiva, 6. Elasticos, 7. Copos de papel
tapados com rede, 8. Algodao.

Figura 14. Principais materiais para colheita manual de mosquitos

As colheitas sobre humanos envolvem uma equipa de duas ou mais pessoas, sentadas no
interior ou exterior das casas, que colhem os mosquitos quando estes os tentam picar (Fig. |5).
Alternativamente, um par de coletores trabalham juntos, em que um expoe as pernas e outro
captura os mosquitos que pousam sobre o seu parceiro.



Figura 15. Colheita sobre humanos

Estas colheitas sao geralmente realizadas durante a noite, para acompanhar o ciclo de picada de
mosquitos do género Anopheles. Sempre que possivel, as equipas de coletores sao colocadas
dentro e fora das casas. As colheitas sao feitas durante toda a noite ou parte da noite,
dependendo do objetivo do estudo. As colheitas no interior das habitagdes costumam ser feitas
entre as 18.00 e as 06.00, enquanto as colegoes no exterior podem ser realizadas entre as

18:00 e as 22:00, com o pressuposto de que as pessoas vao dormir para dentro das suas casas
por volta das 22 horas e, portanto, nao estao em risco de serem picadas no exterior apos esta
hora. No entanto, em comunidades onde as pessoas tendem a dormir ao ar livre, seja por causa
do tempo quente ou por outros motivos, deve-se realizar as colheitas no exterior também
entre as 18.00 e 06.00.

Os coletores expoem as pernas até o joelho para servir como isca e permanecem sentados o
mais silenciosamente possivel. Assim que o coletor sente o mosquito a pousar, liga a lanterna
para ver o mosquito e captura-o com o aspirador, colocando-o de seguida dentro do copo de
papel coberto com tule. Nao é necessario deixar que os mosquitos piquem ou se alimentem.
Os mosquitos devem ser capturados assim que se sente que eles pousaram. Assim, trata-se
mais de uma medida do nimero de mosquitos que pousam e nao tanto dos que se alimentam.

Deve-se usar um copo de papel diferente, devidamente etiquetado, para cada hora de colheita.
Isto ira permitir a contagem do nimero de mosquitos que foram capturados em cada hora. Os
mosquitos colhidos serao entao identificados de acordo com a espécie na manha seguinte. As
amostras sao assim separadas por espécie, casa, dia e hora da colheita.



As limitagoes deste método incluem a variagao na atratividade dos hospedeiros humanos para
os mosquitos e consideragoes éticas a respeito da infegao acidental com malaria. Para
ultrapassar o primeiro ponto, os coletores devem trocar de local de colheita entre si, a cada
hora. Deve-se administrar profilaxia antimaldrica aos coletores para evitar casos de malaria.
Além disso, os coletores devem ter acesso imediato ao diagnostico e tratamento com
medicamentos eficazes contra a malaria, no caso de algum deles contrair a doenga.

Colheita com lencol e piretrina

Estas colheitas sao utilizadas para estimar o nimero de mosquitos que repousam dentro dos
quartos onde as pessoas dormiram na noite anterior. Assim, realizam-se durante a manha. As
amostras obtidas por este método permitem:

e A determinagao do estado gonotrofico das fémeas de mosquito capturadas. O estado
abdominal da indicagao do comportamento de repouso e picada, com base no estado de
digestao da refeicao sanguinea. As fémeas podem estar nao-alimentadas, totalmente
alimentadas de sangue (recém-alimentadas), semigravidas ou gravidas, dependendo de
quanto tempo elas ficaram dentro no quarto;

e A determinagao de densidades sazonais de mosquitos vetores nos quartos;

¢ Uma medida indireta da densidade de picada em relagio ao Homem, quando o vetor é
altamente endofilico (repousa no interior).

Materiais essenciais: Lanternas e pilhas, placas de Petri, len¢dis de algodao branco (2m x Im,
2m x 2m, 2m x 3m), pulverizadores manuais (tipo dupla-agao), inseticida (piretrina 0,2-0,3% em
querosene), pingas, algodao, papel de filtro, etiquetas e contentor para o transporte de
amostras.

Antes da pulverizagao, deve-se remover todos os animais, cobrir todos os alimentos e retirar
pequenos moéveis dos quartos e salas onde se fara a colheita. Cobre-se entao o chao e
superficies planas (incluindo mesas) com os lencois brancos e fecham-se todas as janelas.

O coletor, em seguida, pulveriza cuidadosamente, no sentido dos ponteiros do relogio e em
diregao ao teto, até o quarto (ou sala) ficar preenchido com uma névoa fina. O coletor sai
entao rapidamente, fecha a porta e espera cerca de |0 minutos.

Comecgando a partir da entrada, os cantos do lencol sao dobrados e o lengol é levado para fora
da casa (Fig. 16). Todos os mosquitos caidos sao colhidos com uma pinga, a luz do dia, e
colocados numa placa de Petri com o interior forrado com uma camada algodao ligeiramente
humedecido e coberto com papel de filtro.

Os mosquitos capturados em cada casa sao guardados em placas de Petri separadas,
devidamente rotuladas (p. ex. data e hora da colheita, localidade, nimero da casa/nome do
chefe de familia).



Figura 16. Colheita com lencol e piretrina

Colheita de mosquitos em repouso no exterior

Este método é utilizado para capturar mosquitos que repousam fora das habitagoes humanas
(exofilicos), nos seus locais de repouso naturais (fig. 17). Dado que alguns mosquitos se
alimentam dentro de casa mas repousam no exterior e outros alimentam-se e repousam no
exterior, normalmente a analise das refeigoes sanguineas de mosquitos capturados no exterior
pode dar uma melhor indicagao da preferéncia de hospedeiro e do comportamento alimentar
da populagao vetora. Os dados de colheitas no exterior sao importantes na avaliagao do
impacto de medidas antivetoriais e fornecem informagoes sobre:

e As espécies que habitualmente repousam no exterior;
e A proporgao de mosquitos que repousa no exterior;
e Mudangas sazonais nos habitats de repouso no exterior;

e Mudangas no numero relativo de mosquitos que repousa no exterior apos a aplicagao
de inseticidas dentro das casas.

Materiais essenciais: Lanternas e pilhas, aspiradores mecanicos (manuais ou tipo-mochila),
copos de papel nao-encerados cobertos com tule (para guardar os mosquitos capturados),
algodao, solugao de agucar a 10%, lapis ou marcador de tinta permanente para marcar os COpos
€ um contentor para transporte de amostras.



a. Colheitas na vegetagdo com um aspirador tipo-mochila, b. Num estabulo, com aspiradores mecanicos (fotos: C.A. Sousa)

Figura 17. Colheita de mosquitos em repouso no exterior

Os coletores devem procurar mosquitos em repouso ao ar livre, em locais de repouso
adequados. Estes sao geralmente locais sombreados e humidos, como a vegetagao circundante,
buracos de arvores, buracos de caranguejo, paredes exteriores de residéncias (junto ao
telhado), abrigos de animais domésticos (currais, estabulos). As colheitas sao realizadas durante
o dia, normalmente durante a manha, mas por vezes ao inicio da noite, dependendo da espécie
de vetor.

Colheita manual (aspiracdo) de mosquitos em repouso no interior

As colheitas manuais sao geralmente realizadas com aspiradores bucais ou mecanicos (Fig. 18).
Os mosquitos sao procurados e capturados das paredes dos quartos e de outras divisoes da
casa, e também dos moveis, com a ajuda de lanternas. Estas colheitas fornecem informagoes
importantes, tais como:

e As espécies e a proporgao de mosquitos que repousam dentro de casa;

e A densidade de mosquitos em repouso no interior, normalmente expressa no nimero
de mosquitos em repouso, por coletor, por hora;

¢ As mudancas sazonais na densidade de mosquitos em repouso no interior;

e Mudangas no numero relativo de mosquitos em repouso no interior, apos a aplicagao de
inseticidas dentro das casas.

Materiais essenciais: Lanternas e pilhas, copos de papel nao-encerado e cobertos com tule,
aspiradores mecanicos ou bucais (tubos de ensaios em alternativa), algodao, solugao de agucar a
10%, lapis ou marcador de tinta permanente para marcar os COpos € um contentor para
transporte de amostras.

As colheitas realizam-se logo pela manha, assim que os ocupantes deixam a casa. Os mosquitos
podem ser mantidos vivos por um periodo de 24 horas para avaliar qualquer efeito knockdown
de uma intervengao, como por exemplo pulverizagoes intradomiciliares, que estiver a ser
implementada na regiao.



Figura 18. Colheita manual de mosquitos em repouso no interior

Colheita com armadilhas de saida

Este método envolve a fixagao de armadilhas nas janelas da casa, para se determinar o
movimento dos mosquitos durante a noite e o seu comportamento de repouso (Fig. 19).

Figura 19. Armadilha de saida




Materiais essenciais: Lanternas e pilhas, armadilhas de saida, copos de papel nao-encerado e
cobertos com tule, aspiradores, pingas, algodao, papel de filtro, lapis ou marcadores e solugao
de agucar a 10%.

Os mosquitos sao capturados dentro das armadilhas, geralmente de manha, e sao colocados
nos copos de papel para serem transportadas para o laboratoério.

No laboratério, as fémeas sao observadas ao estereomicroscopio para se determinar o estado
abdominal. Fémeas jovens nao-alimentadas sugerem que nao foram bem-sucedidas em realizar
uma refeicao sanguinea naquela noite. Fémeas recém-alimentadas de sangue sugerem que
estavam a sair da casa para repousar no exterior onde desenvolverao os ovos (exofilicas).
Fémeas gravidas sugerem que estas desenvolveram os ovos dentro de casa (endofilicas) e que
estavam a sair para realizar a oviposi¢ao num criadouro.

6.2 Registos de colheita

As caracteristicas de cada local de colheita devem ser descritas, tendo em conta a seguinte
informacao:

e Localidade e localizagao geografica (coordenadas GPS, nome da localidade);

e Tipo de materiais de construgao da casa;

e Numero de quartos e salas da casa;

e Numero de pessoas que dormiram na casa na noite anterior e se usaram mosquiteiro
(com ou sem inseticida);

e Tipo geral e caracteristicas dos locais de repouso no exterior.

Também deve ser anotada informagao sobre a data e hora das colheitas. As amostras de
mosquitos devem ser etiquetadas de modo a que possam ser identificadas de acordo com a
colheita a que pertencem. Um exemplo de uma ficha de campo para colheitas de mosquitos
adultos é dado no Anexo Il.

Existem ainda outros métodos de colheita de mosquitos adultos, que se usam em situagoes
mais particulares. Alguns exemplos sao armadilhas luminosas, armadilhas de tenda, cortinas
colombianas, e redes (mosquiteiros) duplas. O aluno é incentivado a procurar nas referéncias
mais informacoes sobre estes métodos.

6.3 Conservacao de amostras

Dependendo do tipo de analise de laboratério a ser realizada com os mosquitos capturados,
utilizam-se diferentes métodos de conservacgao. Estes métodos de conservagao sao
introduzidos na Unidade 7.



Unidade 7
Preparacao e Conservaciao de Amostras de Mosquitos

Objetivos de aprendizagem

Esta unidade descreve:

e As principais técnicas laboratoriais usadas na analise de amostras
de mosquitos e a sua finalidade;
e Que partes do corpo do mosquito sdo usadas em cada técnica, e

COMO preparar e conservar estas amostras.

As amostras de mosquitos obtidas a partir de colheitas de larvas e adultos podem ser analisadas
por uma variedade de técnicas de laboratorio, para se obter informagoes importantes sobre a
biologia das espécies de mosquitos e o seu papel como vetores da malaria. Estas amostras sao
geralmente utilizadas para:

¢ |dentificagado morfologica de espécies e complexos de espécies, para determinar
populagoes de mosquitos vetores;

e Determinacao do estado gonotrofico, para estudar o comportamento de repouso;

e Determinacao da idade fisioldgica e inseminacao das fémeas, para estudar a longevidade
e a sobrevivéncia da populagao de mosquitos;

e Detecao de parasitas da malaria nos mosquitos e determinagao de taxas esporozoiticas;

e Determinacao da origem da refeicao de sangue, para estudar as preferéncias de
hospedeiro;

e Anilises citogenéticas e moleculares, para a identificagao de espécies gémeas;

¢ Anadlise moleculares, para estudar genes associados a resisténcia a inseticidas.

7.1 Principais técnicas laboratoriais

As seguintes técnicas laboratoriais sao frequentemente utilizadas para analisar amostras de
mosquitos de campo, obtidas nos levantamentos entomologicos.

Identificacdo morfolégica de espécies

Além da diferenciagao entre anofelineos e culicineos, as estruturas morfoldgicas podem
também ser usadas na identificagcao de espécies/complexos de espécies de anofelineos (ver
também a sec¢ao 3.5 da Unidade 3). Isto pode ser realizado através da observagao de
caracteristicas especificas de espécies, tanto nos imaturos como nos adultos. Para tal, os
mosquitos devem ser preservados em muito bom estado. Os adultos sao mantidos secos
dentro de caixas entomoldgicas com algodao e papel de seda, para evitar a perda de escamas
durante o transporte. As larvas sao preservadas em tubos com etanol a 80%. Os métodos de



identificacao envolvem: i) a montagem dos mosquitos entre lamina e lamela (imaturos ou partes
do corpo de adultos), para observagao ao microscopio; e ii) montagem de mosquitos adultos
em duplo-alfinete para observagao ao estereomicroscopio. A identificagao envolve a utilizagao
de chaves taxonomicas. Estas técnicas de identificacao serao abordadas no curso de nivel
intermédio.

Dissecdo de mosquitos

As disse¢oes sao usadas para isolar certos orgaos internos da fémea do mosquito, para
observagao microscopica. Estes incluem:

e A espermateca, para determinar se fémea esta inseminada;
e Os ovarios, para determinar a idade fisioldgica da fémea (p. ex. estado de paridade);
e O estomago, para detetar oocistos de parasitas da malaria;

e As glandulas salivares, para detetar esporozoitos de parasitas da malaria.

Para serem dissecados, os mosquitos devem ser mortos, ou anestesiados no congelador,
imediatamente antes da dissecgao. Isto implica o transporte de mosquitos vivos do campo, seja
em copos de papel ou em gaiolas, para o laboratorio.

Existem outras técnicas mais sofisticadas, que fornecem respostas a questoes especificas
relacionadas com a biologia da transmissao da malaria. Estas serao resumidas nas secgoes
seguintes.

Ensaios enzimaticos de imunoadsorcdo (ELISA)

Estas técnicas imunoquimicas utilizam anticorpos para detetar antigénios especificos (proteinas)
de interesse. Na entomologia da malaria, dois métodos ELISA sao amplamente utilizados:

e Circunsporozoito-ELISA (CS-ELISA): Este ensaio deteta a proteina
circunsporozoitica (CS) que cobre a superficie exterior do esporozoito da malaria. E,
portanto, um indicador da presenca da fase infetante do parasita da malaria. Esta
proteina comega a ser expressa quando o esporozoito esta ainda dentro do oocisto
maduro, no estomago. Por conseguinte, apenas a cabega e o torax da fémea ¢é analisado,
para assegurar que, se for detetada CS, esta tera sido produzida por esporozoitos que
atingiram as glandulas salivares, e que a fémea esta assim pronta para inocular os
parasitas da malaria. Para este ensaio, os mosquitos podem ser mantidos secos a
temperatura ambiente, dentro de tubos preenchidos com silica gel e algodao.

e ELISA para identificar refeicoes sanguineas: Este ensaio é utilizado para detetar a
origem da refeicao de sangue que um mosquito fémea fez, antes de ser capturado.
Podem ser utilizados varios anticorpos que detetam antigénios especificos do sangue de
diferentes hospedeiros (p. ex. humano, bovino, porco, cao, galinha). A refeicao
sanguinea da fémea (recém-alimentada) é colhida por esmagamento do abdémen num
papel de filtro. As manchas de sangue sao secas e conservadas a temperatura ambiente,
até a realizacao do ensaio.



Anadlise citogenética

Esta técnica consiste na preparagao de cromossomas politénicos, para a observagao
microscopica de padroes de bandas nos cromossomas, que podem ser especificos (Unicos) de
espécie ou polimorficos (variaveis). Estes cromossomas politénicos ou "gigantes" ocorrem nas
células de apenas certos tecidos/orgaos do mosquito e sé em certas fases de vida ou sexos. Por
exemplo, em An. gambiae, os cromossomas politénicos sao encontrados nos ovarios das fémeas
semigravidas e nas glandulas salivares de larvas L4. A conservagao de amostras para analise
citogenética € normalmente feita em solugao de Carnoy (| parte de acido acético, 3 partes de
etanol absoluto), e mantidas a 4°C (frigorifico), ou -20°C (congelador) durante longos periodos
de armazenamento.

Analise molecular de ADN/ARN

Estas técnicas sao geralmente usadas para diferenciar os membros de um complexo de espécies
gémeas ou para estudar genes de interesse, tais como genes associados a resisténcia aos
inseticidas. As técnicas baseadas no ADN permitem identificar polimorfismos (variagoes)
genéticos nos genes de interesse em populagoes de mosquitos. As técnicas baseadas no ARN
sao usadas para estudar o nivel de expressao destes genes.

O ADN é uma molécula muito estavel, o que facilita a preservagao de espécimes para a sua
extragao. Normalmente, os mosquitos sao conservados secos (em tubos com silica gel e
algodao) ou em etanol a 80%, a temperatura ambiente. Além disso, dependendo das técnicas,
pode ser obtido ADN suficiente a partir de pequenas partes do mosquito (p. ex. uma perna).

Por outro lado, o ARN é muito instavel, o que faz com que a preservagao de mosquitos seja
mais complicada, especialmente em condi¢oes de campo. Idealmente, os mosquitos devem ser
mortos e imediatamente armazenadas em nitrogénio (azoto) liquido (-180°C) ou a temperatura
de -80°C. O uso de conservantes especiais, tais como o RNAlater®, permite manter as amostras
a temperatura ambiente ou no frigorifico (4°C), mas apenas durante algumas horas ou dias.

Para a conservagao de mosquitos para estudos moleculares, é importante o uso de um tubo
por cada mosquito (ou parte do corpo), a fim de evitar a contaminagao entre mosquitos, como
poderia acontecer se varios mosquitos fossem colocados juntos no mesmo tubo.

1.2  Preparacdao de amostras de mosquitos

Quando se preparam amostras para analises laboratoriais, diferentes partes do corpo de um
Unico mosquito podem ser analisadas por técnicas diferentes. Por exemplo, para uma fémea
semigravida, a cabeca e o torax podem ser mantidos para CS-ELISA, o abdémen pode ser
dissecado para se recuperar os ovarios para analise citogenética e as pernas podem ser
utilizadas para a extragao de ADN. A Tabela 3 descreve as partes do corpo do mosquito que
sao usadas para diferentes técnicas laboratoriais e a forma como estas sao preservadas.



Tabela3. Conservacao de partes do corpo de mosquitos a serem usadas em
técnicas laboratoriais

Material Estado Temperatura de
Técnica biolégico gonotrofico Meio de conservacido conservagao
~ Mosquitos inteiros Adultos: Silica gel e algoddo ~ Temperatura ambiente
Extragao de ADN ou partes Qualquer Larvas: Etanol 80% (seco)

-180°C

Azoto liquido (Azoto liquido)

Mosquitos inteiros

Extracao de ARN (ou partes) Qualquer ANAlter® 20°C ou -80°C

(RNAlater®)
Citogenética Ovarios Semigravida Solugao de Carnoy -20°C e 4°C
CS-ELISA Cabeca e térax Qualquer Silica gel e algodio (Tszrc"(f)era‘“ra ambiente
ELISA' refeicdo Abdémen (sangue)  Recém-alimentada ngel de filtro Whatman Temperatura ambiente
sanguinea n°l. (seco)

Para que estes procedimentos sejam bem aplicados, é imprescindivel adotar um bom sistema de
marcagao e identificagao das amostras. Todos os tubos (e papéis de filtro) que contém partes
do corpo do mesmo mosquito devem ser marcados com o mesmo nimero ou cédigo de
amostra. Os codigos precisam de ser informativos, simples e inequivocos. A marcagao é
complementada com uma base de dados que descreve cada mosquito amostrado.

Durante o processamento das amostras, € muito importante manipular os mosquitos com
cuidado para evitar contaminagoes. Sempre que possivel, deve-se utilizar materiais descartaveis
e esterilizar, pela chama, os materiais de dissecao (pingas e agulhas) entre amostras.

Os tubos que contém liquidos de conservagao (p. ex. etanol, solu¢ao de Carnoy) devem ser
marcados com etiquetas de papel vegetal, escritas a lapis e inseridas no interior dos tubos.
Tubos com silica gel e algodao podem ser marcados com marcadores de tinta permanente. As
marcagoes podem ser protegidas com fita adesiva transparente.

7.3 Equipamentos e materiais essenciais

Principais equipamentos: Estereomicroscopio e microscépio otico.

Materiais: Pincas entomologicas, agulhas de dissecao, alfinetes entomologicos, plasticina,
laminas, lamelas, lamparina, algodao, tubos de plastico (0,5 ml, 1,5 ml, 15 ml), vidros de
laboratério diversos, papel de filtro (Whatman n°® |), marcadores de tinta permanente, lapis,
etiquetas de papel (papel vegetal), fita adesiva, livro de registos.

Reagentes: Etanol absoluto, agua destilada, acido acético, silica gel, meio de montagem para
preparagoes microscopicas (p. ex. Entellan®).
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Boas praticas laboratoriais

Manter sempre o laboratério limpo e organizado.

Usar mascaras e luvas de prote¢ao ao manusear reagentes toxicos ou perigosos. Ler o
folheto de seguranca dos reagentes antes de os usar.

Limpar e esterilizar os materiais de dissecgao entre espécimes.
Usar sempre um tubo diferente para cada parte do mosquito.
Marcar os tubos sempre da mesma maneira, com caligrafia legivel.

Registar corretamente as informagoes sobre cada mosquito processado e manter a base
de dados atualizada.

Cuidar bem dos microscopios e estereomicroscopios.



Unidade 8

Indices de Transmissao e Fatores que Afetam a Transmissao da
Malaria

Objetivos de aprendizagem

Os padrdes de transmissao da malaria diferem consoante as areas
geogréficas. Esta unidade ird proporcionar conhecimentos bésicos sobre:

e Os métodos utilizados para determinar se uma espécie de mosquito
é vetor de malaria;

Indicadores entomologicos de transmissédo e como calcular indices
de transmisséo;

e Alguns dos fatores que afetam a transmissdo da malaria.

8.1 Determinar se uma espécie de mosquito transmite malaria

Para se concluir que uma espécie € vetor de malaria, € importante demonstrar que:

e Existe contato entre o mosquito e os seres humanos e que o mosquito se alimenta de
sangue humano;

e Existe uma relagao, tanto no espago como tempo, entre 0 mosquito e os casos de
malaria locais;

e As glandulas salivares do mosquito contém esporozoitos (a fase do parasita da malaria
que infeta os seres humanos).

Para demonstrar os pontos acima descritos, sao necessarias varias informagoes entomolodgicas,
nomeadamente:

e A presenca e abundancia do mosquito;

e O comportamento alimentar do mosquito: onde e quando pica, e qual o hospedeiro em
que faz refeigao sanguinea;

e Idade ou paridade da populagao do mosquito;
e A percentagem de mosquitos que estao infetados com esporozoitos.
A informagao acima mencionada pode ser obtida a partir de estudos entomoldgicos, utilizando

algumas das técnicas de amostragem que foram apresentadas na Unidade 6, e a partir dos quais
os seguintes indicadores entomoldgicos® podem ser calculados:

® As abreviaturas dos indices que serdo descritos s3o derivadas da Lingua Inglesa, obtendo-se assim uma uniformizag3o entre as diversas
tradugdes deste manual.



e Habito de repouso;

e Taxa de agressividade para os humanos;
e Longevidade;

e Taxa esporozoitica;

e indice de antropofilia;

e Taxa Entomoldgica de Inoculagao (EIR);

e Capacidade vetorial.

8.2 Técnicas para incriminagcao de vetores
Determinacdo do estado de digestdo do sangue e de desenvolvimento dos ovos

Dependendo da fase de digestao de sangue e de desenvolvimento de ovos, ou seja, a fase do
ciclo gonotréfico, o abdémen do mosquito fémea assumira uma determinada coloragao e forma
(Fig. 20):

¢ Nado-alimentada — abdémen vazio (sem sangue);

e Recém-alimentada — vermelho vivo, com os ovarios (parte branca) na ponta posterior do
abdomen;

e Semigravida — cor vermelho escuro ocupa 3-4 segmentos e os ovarios/ovos (brancos)
ocupam o resto do abdémen;

e Grdvida — o sangue esta ausente ou forma uma pequena mancha preta na superficie
ventral do abdémen e os ovarios/ovos ocupam quase todo abdomen.
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Figura 20. Aparéncia do abdomen de um mosquito fémea consoante o seu estado
gonotrofico

Paridade

A dissecao do abdomen e a observagao microscopica da morfologia dos ovarios pode
determinar:

e Se a fémea colocou ovos pelo menos uma vez na sua vida — fémea parida;

e Se a fémea ainda nao colocou ovos — fémea nulipara.

Isto permite estimar da taxa de paridade da populagao de mosquitos, ou seja, a proporgao de
fémeas paridas, um parametro que reflete a idade da populagao. Populagoes mais velhas tém
taxas de paridade mais elevadas. Populagoes mais velhas sao mais propensas a transmitir a
malaria, porque os mosquitos precisam de sobreviver o tempo necessario para o parasita se
desenvolver no seu interior, além de necessitarem de realizar pelo menos duas refeigcoes de
sangue para transmitir o parasita.

Infecciosidade da populacdo

A presenga de esporozoitos nas glandulas salivares do mosquito indica que o mosquito é capaz
de transmitir os parasitas da malaria aos humanos. Isto pode ser determinado através de
disseccao e exame microscopico das glandulas salivares de mosquitos, ou por uma técnica de
ELISA. Com estes dados, pode-se estimar a taxa esporozoitica de uma populagao de mosquitos.



indice de antropofilia (HBI)

Uma técnica de ELISA pode também ser usada para determinar a origem da refeicao sanguinea
que um mosquito fémea realizou, determinando-se a assim se esta se alimentou de um
hospedeiro humano ou de outro animal. A proporgio de fémeas recém-alimentadas, capturadas
em repouso, que se alimentaram em humanos, designa-se de indice de Antropofilia.

8.3 Estimativa de indices de transmissao

Esta seccao descreve como estimar alguns dos parametros entomologicos mais importantes
utilizados para caracterizar a transmissao da malaria por uma populagao de vetores. Alguns
pardmetros, tais como a longevidade ou a sobrevivéncia, requerem formulas matematicas
complexas e serao abordados no curso de nivel intermédio.

Densidade de mosquitos em repouso no interior das habitacées (D)

A densidade de mosquitos em repouso no interior € calculada da seguinte forma:

e Realizam-se colheitas de mosquitos em repouso no interior de um numero de casas
selecionadas numa area, pelo método de colheita com lengol e piretrinas (CLP).
Normalmente, as casas amostradas deverao ter tamanhos semelhantes;

e Os mosquitos capturados sao separados e contados por género e espécie;

e O numero total de mosquitos fémea capturado para cada espécie ¢ dividido pelo
numero total de casas amostradas;

¢ Normalmente, a amostragem é efetuada em duas ou trés noites por més e a média das
trés noites é calculada;

e Densidades em repouso sio assim expressas como o numero de fémeas, por casa, por
noite. Por exemplo:

— Assumindo que um total de 765 fémeas, de uma dada espécie de mosquito, foi
capturado por CLP em quatro casas, durante trés noites consecutivas, entao,

Densidade no interior (D) = nimero de fémeas + numero de casas + numero de noites
D = 765 fémeas + 4 casas + 3 noites = 63,8 fémeas/casa/noite

Taxa de agressividade para o Homem (ma)

A taxa de agressividade (ma) é expressa como o nimero de picadas que uma pessoa recebe de
uma dada espécie de vetor, por noite. Este parametro pode ser estimado diretamente a partir
de colheitas sobre humanos:

¢ Dividindo o nimero total de mosquitos capturados da mesma espécie pelo niumero
total de coletores.



¢ Quando as colheitas sao feitas durante a noite inteira (ou seja, 12 horas), a taxa de
agressividade é expressa como o numero de picadas, por humano, por noite:

Taxa de agressividade (ma) = nimero de mosquitos capturado + numero de coletores

¢ Quando as colheitas sao realizadas somente durante algumas horas da noite, o nUmero
total de mosquitos capturados deve ser dividido pelo numero total de coletores e pelo
tempo total de colheita. Por exemplo:

— Assumindo que 5 coletores capturaram |50 mosquitos em 4 horas de colheita, a
taxa de agressividade seria:

Taxa de agressividade (ma) = Total de mosquitos + Total de coletores + Total de horas de
colheita

ma = 150 mosquitos + 5 coletores + 4 horas = 7,5 picadas’/humano/hora

Um método indireto de calcular a taxa de agressividade é a partir das colheitas com lengol e
piretrina:
e Todas as fémeas recém-alimentadas (F) capturadas sao separadas por espécie e

contadas;

e O numero total de fémeas capturadas de uma espécie é dividido pelo numero total de
pessoas (W) que passaram a noite nos quartos ou divisoes da casa em que se realizaram
as colheitas. Por exemplo:

— Assumindo que 63 fémeas recém-alimentadas (F) foram capturadas em 3 casas
(quartos) numa noite e que um total de 8 pessoas (W) dormiu nessas 3 casas
(quartos) durante essa noite, entao:

ma =F + W =63 + 8 = 7,9 picadas por humano por noite
Os pressupostos para esta estimativa indireta sao:

e Todas as fémeas recém-alimentadas fizeram a refeicao sanguinea nos ocupantes da casa
em que foram capturadas, durante a noite que antecedeu a colheita;

¢ Nenhuma fémea recém-alimentada saiu da casa em que se alimentou, até ao momento
da colheita.

Se o indice de antropofilia da espécie é conhecido, entao a taxa de agressividade calculada a
partir das colheitas com lengol e piretrina pode ser ajustada através da multiplicagao do valor
obtido (ma) pelo valor do indice de antropofilia.

indice de endofagia e exofagia

Os indices de endofagia e exofagia podem ser calculados diretamente a partir dos valores das
taxas de agressividade ao Homem, obtidas pelas colheitas sobre humanos. Este método
envolve:

e Efetuar colheitas sobre humanos com equipas de coletores posicionados dentro e fora
das casas, a0 mesmo tempo;



e Calcular taxas de agressividade dentro e fora das casas;

e Calcular o indice de endofagia como a proporg¢ao de fémeas de uma dada espécie que
pica no interior das casas (sendo a proporgao de fémeas que pica fora das casas o indice
de exofagia). Por exemplo:

— Assumindo que em 4 horas de colheita sobre humanos, dois coletores capturaram
|68 An. gambiae fémea dentro de casa, e que nas mesmas 4 horas dois outros
coletores capturaram |22 An. gambiae fémea no exterior das habitagoes. Entao:

I. A taxa de agressividade no interior é:

ma(i)=168 fémeas + 2 coletores no interior + 4 horas de colheita = 21,0 picadas/Homem/hora

2. A taxa de agressividade no exterior é:

ma(o)=122 fémeas + 2 coletores no exterior + 4 horas de colheita = 15,3 picadas/Homem/hora

3. O indice de endofagia (ENGI) é entao:
ENGI = ma(i) + [ma(i) + ma(o)] = 21,0 + (21,0 + 15,3) = 0,58

4. O indice de exofagia (EXGI) é entao:
EXGI = ma(o) + [ma(o) + ma(i)] = 15,3+ (15.3 + 21,0) = 0,42

De notar que ENGI + EXGI sera igual a I.

Taxa esporozoitica (s)

A taxa esporozoitica € a proporg¢ao de mosquitos de uma dada espécie que apresentam
esporozoitos das glandulas salivares (por dissec¢ao ou CS-ELISA). Por exemplo:

e Assumindo que 1500 fémeas da mesma espécie de anofelineo sao analisadas por CS-
ELISA, das quais 32 sao positivas para a proteina circunsporozoitica (um indicador da
presenca de esporozoitos), entao:

Taxa esporozoitica (s) = numero de fémeas positivas + numero de fémeas analisadas
s = 32 fémeas positivas + 1500 fémeas analisadas = 0,021 (ou 2,1%)

indice de antropofilia (HBI)

O indice de antropofilia (HBI) pode ser obtido a partir da andlise de refei¢goes sanguineas,
geralmente por técnicas de ELISA, em amostras de mosquitos da mesma espécie, capturadas no
campo por colheita de mosquitos em repouso. O HBI é entao calculado como a proporgao de
fémeas de uma espécie que apresentaram sangue humano no estémago. indices similares
podem ser calculados para outros hospedeiros animais que estejam representados nas refeigcoes
sanguineas identificadas. Por exemplo:



e Assumindo que a analise por ELISA de uma amostra de mosquitos de uma dada espécie
de Anopheles revelou que 83 fémeas se alimentaram de sangue humano, || de sangue de
galinha e 36 de sangue de cao, entio:

HBI = n° refeigdes em humanos + (n° refeicoes em humanos + n° refei¢oes em galinhas + n°
refeicoes em caes)

HBI =83 + (83 + 11 +36) =0,64

Determinacdo do habito de repouso apés a refeicdo sanguinea

Determinar onde o vetor repousa apos uma refeigao sanguinea é muito importante para avaliar
o potencial de uma estratégia de controlo (p. ex. pulverizagdes com inseticidas residuais) na
interrupgao da transmissao. O habito de repouso (f) de uma populagao de mosquitos pode ser
calculado utilizando os outros parametros que foram descritos acima:

f=[kxHxD]+[NxPxM]
Onde:
k = constante de correcao de |,16.
H = indice de antropdfilia.
D = densidade no interior das habita¢oes, calculada a partir de colheitas com
lengol e piretrina.
N = nimero médio de pessoas por casa.
P = duragao do periodo de repouso apos a refeigao sanguinea. Este parametro
obtém-se através da andlise do estado abdominal das fémeas em repouso. P = |
+ (nUmero de fémeas semigravidas e gravidas + nimero de fémeas recém-
alimentadas).
M = taxa de agressividade para o Homem.

Taxa Entomolégica de Inoculagdo (EIR)

E o nimero de picadas potencialmente infetantes recebidas por pessoa, por noite. Apesar de
haver formas mais complexas de estimar a transmissao de maldria, uma maneira simples € o
célculo da EIR:

EIR = [Taxa de agressividade ao Homem (ma)] x [Taxa esporozoitica (s)]

Por exemplo, assumindo que uma dada espécie apresenta uma a taxa de agressividade ma = 7,9
picadas/humano/noite e uma taxa esporozoitica s = 0,003, entao:

TEl = ma x s =7,9 x 0,003 = 0,02 picadas infetantes/pessoa/noite

Isto significa que, no espago de um més (31 dias) prevé-se que a populagao de vetores daquela
espécie faga 0,62 picadas infetantes na populagao humana. Da mesma forma, o TEl anual para
esta espécie sera cerca de 7 (0,02 x 365 dias) picadas infetantes por ano.



8.4 Fatores que afetam a transmissao da malaria

A intensidade da transmissao da malaria é afetada por fatores ambientais e antropogénicos/
demograficos. Os fatores ambientais podem afetar de diferente forma as espécies diferentes.
Os principais fatores ambientais que afetam a transmissao da malaria incluem:

Chuvas (precipitacao): Em regioes subtropicais e tropicais, a variagao da precipitagao é o
principal fator responsavel pela sazonalidade da abundancia da maioria das espécies de
mosquito. As chuvas originam os criadouros temporarios que sao fundamentais para o aumento
da densidade populacional de algumas espécies de vetores e consequentes picos de transmissao.
Por exemplo, em Africa, ha geralmente uma correlagio positiva entre a precipitagio e a
abundancia de An. arabiensis e An. gambiae s.s. No entanto, esta correlagao positiva nao se
verifica para An. funestus.

Temperatura e humidade: Enquanto em regioes de clima temperado a temperatura € o
principal fator que influencia a dindmica populacional dos anofelineos, este efeito parece ser
comparativamente menos evidente em climas tropicais. Os mosquitos anofelineos tornam-se
inativos a temperaturas frias. Temperaturas frias na agua dos criadouros podem retardar o
desenvolvimento das larvas e a emergéncia dos adultos. No entanto, a longevidade do mosquito
diminui significativamente com temperaturas acima de 35°C e humidades relativas do ar abaixo
de 50%. As fémeas inseminadas de An. gambiae podem sobreviver longos periodos quentes e
secos por estivagao. Da mesma forma, algumas espécies de mosquitos de regioes temperadas
sao conhecidas por hibernar durante o inverno.

Altitude: Os anofelineos, geralmente, nao sao encontrados em altitudes acima de 2000
metros. Sabe-se também que a transmissao da malaria tende a diminuir com a altitude. A
temperatura do ar diminui em média 6,5°C por cada 1000 metros e esta diminuigao vai
retardar o desenvolvimento do parasita da malaria no interior do mosquito, influenciando assim
a transmissao da maldria.

Fatores antropogénicos/demograficos: Estes incluem o tipo de habitagao, as atividades
humanas que promovem a disponibilidade de criadouros, a pobreza e os comportamentos
relacionados com o nivel de compreensao dos riscos de transmissao da malaria, bem como
praticas socioculturais.



Unidade 9
Nocoes Basicas de Criacao de Coldonias de Mosquitos no Laboratério

Objetivos de aprendizagem

Esta unidade proporcionara conhecimentos sobre:

e As caracteristicas basicas de um insectario;
e Os requisitos basicos para criar larvas e manter adultos de
mosquitos anofelineos no laboratério.

9.1 O insectario: procedimentos basicos

Um insectario € um local onde os insetos sao criados e mantidos em condi¢coes ambientais
controladas. Os insectarios podem ser estruturas simples ou bastante sofisticadas, dependendo
da finalidade para a qual sao configurados. Para efeitos de rotinas aplicadas ao controlo de
vetores, um insectario pode ser uma infraestrutura relativamente barata.

Os insectarios sao importantes para manter um fornecimento adequado de mosquitos para
observacao, identificacao e analises diversas, tais como testes de suscetibilidade aos inseticidas,
estimativas de longevidade e habitos alimentares dos mosquitos.

Um insectario pode ser constituido por uma pequena sala onde sao mantidas as formas
imaturas e adultas (Fig. 21), ou, preferencialmente, por duas salas, uma para as fases aquaticas e
outra para os adultos.



Figura 21. Imagem de um insectario mostrando tinas com larvas e gaiolas com
adultos

Por vezes, um insectario pode conter colonias de mosquitos suscetiveis aos inseticidas, ou
colodnias derivadas de populagoes naturais locais. Nestas situagoes, é essencial que a colénia
suscetivel nao seja contaminada com mosquitos das populagoes locais.

Um insectdrio deve ser construido com o objetivo central de prevenir a fuga ou a entrada de
mosquitos. Geralmente, tem um teto baixo (nao mais 2,20 metros), piso de cimento e paredes
pintadas com tinta clara (branca ou quase branca). Estas caracteristicas sio necessarias para
detetar mosquitos adultos que escapem das gaiolas. As portas e as janelas devem ser protegidas
com tela mosquiteira. Além disso:

e Devera haver um sistema de seguranc¢a adequado para evitar a entrada de pessoas nao
autorizadas;

e O mobiliario deve ser a prova de ferrugem (ago inoxidavel, fibra de vidro, plastico ou
madeira polida). As pernas dos moveis (estantes, mesas) devem estar isoladas do solo
(geralmente usando recipientes com 6leo) e afastadas das paredes, para evitar a invasao
de formigas e outros insetos rastejantes.

E essencial que haja um conhecimento aprofundado das condigoes necessarias a sobrevivéncia
das espécies de mosquitos a manter (temperatura, alimentagao, humidade e luz) para que estas
sejam criadas com sucesso no insectario.

Deve-se tomar muito cuidado para evitar o crescimento microrganismos, pois tal podera afetar,
severamente, a sobrevivéncia das colonias de insetos. Um insectario deve ser limpo e
organizado. Deve-se ainda assegurar que nenhum inseticida ou quimico ¢ introduzido no
insectario.



Deve-se evitar que a comida dos insetos crie bolor. A comida das larvas deve ser guardada no
frigorifico e o alimento dos adultos (solugao de agucar a 10%) deve ser preparado em pequenas
quantidades, consoante o necessario. A agua com agucar para os adultos é particularmente
propensa ao crescimento microbiano e, como tal, deve ser mudada regularmente.

Deve-se controlar, regularmente, possiveis pragas, em particular formigas e baratas, pois estas
podem alimentar-se dos mosquitos das coldnias.
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E importante manter uma calendarizagao rigida das tarefas especificas do insectario (p. ex.
quando alimentar as larvas, quando colher os ovos, quando alimentar os adultos com sangue).
Uma boa pratica é elaborar um cronograma e fixa-lo num local do insectério de facil acesso e
leitura.

E extremamente importante manter a pureza genética das coldnias de insetos. Uma colénia de
mosquitos perde o seu valor quando fica contaminada com mosquitos de outras espécies e de
outras origens (p. ex. do campo). Assim, € importante evitar a contaminagao cruzada de ovos,
larvas ou a partir de adultos que voem livres no insectario.

Manter uma alimentagao adequada é essencial para a sobrevivéncia e fecundidade da colonia de
mosquitos. Da otimizagao da nutrigao, fotoperiodo, temperatura e competicao (isto &, das
densidades nas tinas de larvas e gaiolas de adultos) ira resultar numa colénia mais produtiva.

9.2 Condigcdes gerais de criacao de mosquitos
Ovos

Apenas algumas espécies de Anopheles sao facilmente criadas em insectario. Para estas espécies,
existem duas formas de iniciar uma colonia a partir de mosquitos capturados no campo. Uma
coldnia pode ser iniciada a partir fémeas adultas que ja tiveram uma refeicao de sangue e que
sao mantidas com uma solugao de agucar até a postura de ovos. Também se pode criar uma
colonia a partir de larvas colhidas no terreno, que sao criadas no insectario até a fase de adulto,
para depois se produzir uma primeira postura de ovos, apos se oferecer uma refeigao sanguinea
as fémeas. As etapas sao as seguintes:

e Capture larvas, ou fémeas alimentadas de sangue, no campo e coloque-as numa tina (ou
gaiola no caso de adultos) no insectario;

¢ Mantenha-as no insectario com temperatura (27°C) e humidade relativa (80%) estaveis;

¢ No caso das larvas, mantenha-as até a emergéncia alimentando-as com comida
apropriada. Mantenha os adultos alimentados com uma solugao de agucar a 10%;

e Para obter uma postura de ovos das fémeas criadas a partir de larvas, é necessario que
estas fagam pelo menos uma refeicao sanguinea;



e Coloque pratos de postura no interior das gaiolas para que as fémeas possam colocar
os ovos. Um prato de postura de ovos pode ser facilmente feito utilizando a parte
superior ou inferior de uma placa de Petri, forrada com papel de filtro e preenchida com
um pouco de agua destilada.

e Os ovos eclodem em 24-48 horas. Inspecione a presenga de larvas LI sob luz branca
(Fig. 22).

Figura 22. Tina de larvas com ovos e larvas LI

Procedimento bdsico para eclosdo dos ovos

e Preencha a tina de larvas até metade com agua destilada e adicione uma solugao de
levedura a uma concentracao final 0,02% (p. ex. 300ml de agua e 3ml da solugao de
levedura 2% p/v);

e Transfira, por lavagem, os ovos do prato de postura para a tina de larvas, cubra a tina
com tule e deixe em repouso por 24 horas. Assegure-se que os ovos nao se colam nas
paredes laterais da tina (estas podem ser forradas com papel de filtro);

Larvas

A temperatura é o fator mais importante que influencia a taxa de crescimento das larvas. Uma
temperatura da dgua estavel a cerca de 27°C é critica para o desenvolvimento das larvas.

A sala das larvas deve ter uma janela de vidro ampla para permitir a entrada da luz do dia. Em
alternativa, é necessario um sistema de iluminagao artificial que permita uma alternancia de
luz/escuro (fotoperiodo) de 12 horas. Este é outro fator ambiental importante para o
desenvolvimento das larvas.



As larvas devem ser alimentadas duas vezes ao dia, geralmente com comida de peixe moida.
Tanto a qualidade como a quantidade de alimento sao importantes para a longevidade e
fecundidade dos adultos. A mortalidade das larvas pode ser elevada se forem sobrealimentadas.
A subalimentagao produzira adultos mais pequenos. As larvas LI vao requerer mais alimento do
que as larvas L4.

Verifique se aparecem algas ou filmes de bactérias dentro das tinas de larvas, pois estas podem
levar a um aumento da mortalidade larvar. E importante mudar a 4gua das tinas a cada |-2 dias
e remover todas as larvas mortas nas tinas. As larvas devem ser manipuladas com cuidado,
especialmente durante a transferéncia entre tinas.

As tinas nao devem estar sobrelotadas com larvas, pois isso ira afetar o desenvolvimento larvar,
devido a competigao por alimento e ao canibalismo.

Pupas

Nesta fase, o mosquito nao se alimenta. As tinas de larvas devem ser inspecionadas diariamente
para se observar a presenca de pupas. As pupas sao transferidas das tinas de larvas para copos
de emergéncia, que sao colocados no interior das gaiolas onde os adultos vao emergir. A
separacao das pupas pode ser feita com uma pipeta ou uma espatula com rede fina. As pupas
sao colocadas dentro de copos de emergéncia preenchidos com agua destilada (Fig. 23). Se
forem acidentalmente transferidas larvas para o copo de emergéncia, estas podem ser
transferidas de volta para a tina de larvas. Para tal, pode-se rodar a pipeta dentro do copo até a
agua fazer um remoinho. Desta forma, as larvas ficarao concentradas no fundo e as pupas
permanecerao a superficie, facilitando a recolha das larvas com a pipeta. Também se pode
adicionar um pouco de agua destilada fria a tina para reduzir a atividade de pupas e larvas e
facilitar a separagao (mas deve ser feito rapidamente, para evitar problemas no
desenvolvimento larvar). Tal permite que as pupas possam ser recolhidas com um coador e
colocadas nos copos de emergéncia com agua a temperatura ambiente.



s

Figura 23. Separacao de larvas e pupas com uma pipeta

Adultos

Os adultos podem ser mantidos em copos de papel cobertos com tule, que sao baratos e
podem armazenar cerca de 10-15 adultos. No entanto, é aconselhavel o uso de gaiolas forradas
com tule para armazenar um maior nimero de mosquitos. Os adultos devem ser manipulados
com cuidado, utilizando-se aspiradores bucais para a transferéncia entre gaiolas, sempre que
necessario.

A dieta dos adultos afeta a longevidade e a fecundidade. Fémeas alimentadas apenas com sangue
parecem ter maior longevidade do que fémeas alimentadas com sangue e com solugao de
acUcar. Geralmente, deve ser dada uma refeicao sanguinea as fémeas a cada 2-3 dias. Para tal,
sao utilizados animais de laboratorio (p. ex. coelhos, porquinhos da india), que precisam ser
mantidos afastados do insectario. Verifique sempre o estado do algodao com a solugao de
agucar a 10% nas gaiolas, controlando a presenca de fungos. Substitua os algodoes com agucar
todos os dias.

Uma humidade relativa estavel de 80% (+ 10%) é essencial para a sobrevivéncia dos adultos.
Isto pode ser conseguido através da utilizagao de dispersores de vapor ou humidificadores. A
temperatura também deve ser mantida estavel a 25°C-27°C.



Unidade 10
Testes de Suscetibilidade Aos Inseticidas e Bioensaios de Cone

Objetivos de aprendizagem

A resisténcia dos mosquitos vetores aos inseticidas que sao utilizados no
seu controlo é um problema crescente a nivel mundial, qgue ameaca a
sustentabilidade dos programas de controlo da maléaria. No final desta
unidade, os alunos vao saber como realizar:

e O teste da OMS para determinar a suscetibilidade de vetores aos
inseticidas;

e O bioensaio da OMS para determinar a efeito residual de inseticidas
pulverizados em superficies;

e O bioensaio de cone da OMS para determinar a eficicia de
mosquiteiros inseticidas de longa duragéo

10.1 Porqué determinar a suscetibilidade de vetores de malaria aos inseticidas?

Se um vetor € suscetivel a um inseticida, significa que vai morrer quando entrar em contato
com o inseticida, quando este € aplicado na dose recomendada para uma dada intervengao (p.
ex. pulverizagao residual intradomiciliar, mosquiteiro tratado, larvicida). Uma redugao da
suscetibilidade significa que o vetor se torna cada vez mais tolerante ao inseticida, até um ponto
em que se torna resistente.

Se um vetor desenvolve resisténcia a um inseticida, significa que ele pode sobreviver a dose que
em circunstancias normais o teria morto, o que pode comprometer a eficacia da intervencgao.
Por conseguinte, é importante conhecer o nivel de suscetibilidade das populagoes locais de
vetores aos inseticidas a serem utilizados na intervencao.

A resisténcia aos inseticidas resulta da interagao entre a variabilidade genética (mutagao),
pressoes de selegao, fluxo genético e historia de vida das populagoes de mosquitos (Fig. 24).



M 27% N

L0 S ™ A{g\’“’f“m‘ AA,;\,‘\A
LA N oA A A
Y™ o A AT A PXTYS XA
*xN AR X Ayt XA A
™A A Ay T~ A A
& 5 ™ yh P & al
an N PP S A\A X
A B C

A. Mutagdes genéticas que conferem resisténcia aos inseticidas geralmente ocorrem a uma taxa muito baixa em populagdes

naturais de mosquitos; B: Quando sob a pressio seletiva do inseticida, os mosquitos portadores da mutagao (mutantes) vao

sobreviver melhor e os mosquitos sem mutagao (selvagens), por serem suscetiveis, vao morrer; C: Apods varias geragoes sob
pressao continuada pelo inseticida, os mosquitos mutantes resistentes vao predominar na populagio.

Figura 24. Selecao de resisténcia aos inseticidas numa populacao de vetores

10.2 Preparaciao amostras de mosquitos para testes de suscetibilidade e
bioensaios de cone

Dois métodos sao geralmente usados para se obter amostras de mosquitos para estes testes:

e Podem-se capturar larvas do maior numero de criadouros que houver na regiao em
estudo (ver Unidade 5). As larvas sao criadas em insectario (ver Unidade 9),
transferindo-se as pupas, diariamente, para as gaiolas onde os adultos vao emergir. Os
adultos emergidos sao alimentados com uma solugao de agucar a 10% de agucar até
atingirem 3-5 dias de idade;

e Alternativamente, pode-se capturar fémeas recém-alimentadas ou gravidas através das
técnicas de amostragem de adultos, descritas na Unidade 6. Estas fémeas sao mantidas
no insectario, alimentadas com uma solugao de agucar a 10% até realizarem a postura
de ovos (ver Unidade 9). A geragao resultante é criada até a fase de adulto e estes sao
mantidos até atingirem 3-5 dias, altura em que podem ser utilizados nos ensaios. Neste
caso, deve-se obter ovos de um minimo de cerca de 50 fémeas, para garantir uma
variabilidade genética adequada. Para algumas espécies (p. ex. An. funestus e An. darlingi),
pode ser dificil obter-se um elevado nimero ovos a partir de fémeas mantidas no
insectario.

10.3 Determinacao da suscetibilidade de mosquitos adultos

Existem dois métodos padronizados para determinagao da suscetibilidade aos inseticidas em
mosquitos vetores adultos.



Testes de garrafa do CDC (Centers for Disease Control and Prevention): Este método é
amplamente utilizado em varios paises. O protocolo deste ensaio pode ser acedido em
www.cdc.gov/ncidod/wbt/resistance/assay/bottle/index.htm.

Testes de tubo da OMS: Esta metodologia é fornecida pela Organizagado Mundial de Saude
(OMS) para avaliar a suscetibilidade de fémeas de mosquitos (WHO, 1998). Nestes testes,
mosquitos de uma dada espécie sao expostos em tubos especiais que contém papéis de filtro
impregnados com um determinado inseticida dissolvido em 6leo, a uma concentragao letal
(dose discriminante).

Deve-se salientar que estes métodos medem uma eventual diminui¢ao da suscetibilidade aos
inseticidas em populagoes vetoras. Eles nao sao uma medida direta de resisténcia. Para
confirmar a resisténcia, sao necessarias analises adicionais para determinar mecanismos
subjacentes a diminuigao da suscetibilidade.

I. Tubos de repouso/controlo (ponto verde), 2. Tubos de exposigao (ponto vermelho), 3. Tampas deslizantes

Figura 25. Testes de tubo da OMS para avaliar a suscetibilidade a inseticidas

O kit de testes de suscetibilidade da OMS contém tubos de plastico com 44 mm de didmetro e
25 mm de comprimento (Fig. 25). Existem dois tipos de tubos. Uns estao marcados com um
ponto vermelho e sdo usados como "tubos de exposi¢ao", sendo forrados internamente com
papel de filtro impregnado com inseticida e com auxilio de dois clipes de cor cobre. Os outros,
marcados com um ponto verde, servem como "tubos de repouso”, e tém as suas paredes
internas revestidas com papel branco limpo preso por dois clipes de cor prateada (Fig. 26).



|. Tubos de exposi¢ao (ponto vermelho), 2. clipes, 3. Caixa com papéis impregnados, 4. Tubo de repouso/controlo
(ponto verde)

Figura 26. Revestimento dos tubos com papéis impregnados

Uma das extremidades de cada tubo esta tapada com uma rede de malha fina. Através da outra
extremidade, o tubo de repouso ¢ atarraxado a uma tampa deslizante que tem um orificio de
20 milimetros, por onde os mosquitos sao introduzidos utilizando um aspirador bucal. O tubo
de exposicao vai ser enroscado no outro lado da tampa deslizante. A tampa deslizante pode
assim ser movida de modo a abrir o orificio entre os dois tubos, permitindo que os mosquitos
sejam suavemente transferidos (soprados) do tubo de repouso para o tubo de exposicao. Apos
o periodo de exposigao ao inseticida, devidamente cronometrado, os mosquitos sao entiao
soprados de volta para o tubo de repouso.

Em cada teste, um outro tubo (também marcado com um ponto verde) é revestido com um
papel impregnado apenas com o 6leo que foi usado para dissolver o inseticida. A exposi¢ao de
mosquitos a este papel serve como controlo do teste. Os passos do teste sao:

e Enrosque os tubos de repouso as tampas deslizantes;

e Transfira 15-25 mosquitos fémea para cada tubo de repouso através do orificio da
tampa deslizante. Os mosquitos (alimentados apenas com agucar) siao cuidadosamente
colhidos das gaiolas de adultos utilizando um aspirador. Deixe os mosquitos descansar
nos tubos de repouso durante 60 minutos;

e Ligue os tubos de exposigao (incluindo o controlo) aos tubos de repouso, enroscando-
os ao outro lado da tampa deslizante. Abra o orificio da tampa deslizante e sopre
suavemente os mosquitos do tubo de repouso para o tubo de exposigao;



e Feche a tampa deslizante, retire os tubos de repouso e coloque os tubos de exposicao
(incluindo o controlo) na posigao vertical, mantendo os mosquitos no seu interior por
um tempo de exposi¢ao de uma hora (duas horas se o inseticida for o fenitrotiao).
Anote o numero de mosquitos caidos nos tubos de exposi¢ao em intervalos de |5
minutos;

e Apds o periodo de exposicao, transfira os mosquitos de volta para os tubos de repouso.
Mantenha os tubos de repouso na posicao vertical durante 24 horas. Coloque um
pedago de algodao humedecido sobre a rede que cobre a extremidade do tubo e guarde
os tubos numa caixa limpa, arejada e coberta com uma toalha humedecida com agua. A
temperatura e a humidade dentro da caixa devem ser monitorizadas (25+2°C, 75+10%);

e Vinte e quatro horas apos a exposicao, conte os mosquitos mortos pelo contato com o
inseticida e os mosquitos que morreram na exposi¢ao ao controlo;

e Se sao testados 25 mosquitos por tubo, devem ser feitas 4-5 réplicas do teste para cada
inseticida, de modo a que um minimo de 100 mosquitos seja testado por inseticida;

e A taxa (ou percentagem) de mortalidade é calculada da seguinte forma:

— Mortalidade controlo: C = (n° mosquitos mortos)/(n° mosquitos expostos) no
tubo controlo.

— Mortalidade teste: E = (n"® mosquitos mortos)/(n° mosquitos expostos) nos tubos
de exposicao com inseticida.

— Se a mortalidade controlo (C) for entre 5% e 20%, o valor da mortalidade teste, E,
deve ser corrigido pela formula de Abbott:

Mortalidade teste corrigida, E’ = [(E- C) / (100-C)] x 100

Em que E é a mortalidade teste (nao-corrigida) e C é a mortalidade controlo, ambas expressas
em percentagem.

Por exemplo, se a mortalidade controlo for 10% e a mortalidade teste nao-corrigida for 40%, a
mortalidade teste corrigida sera [(40 — 10)/100 — 10)] * 100 = 33%.

— Se a mortalidade controlo for menor que 5%, nao é necessario corrigir a
mortalidade teste.

— Se a mortalidade controlo for maior que 20%, o teste deve ser eliminado.
e Interpretagao dos resultados:
— Taxas de mortalidade teste entre 98% e 100% indicam suscetibilidade.

— Taxas de mortalidade teste entre 80% e 97% sugerem possivel resisténcia. E
aconselhavel realizar mais testes, com uma maior amostra de mosquitos, para
confirmar o nivel de resisténcia da populagao vetora.

— Taxas de mortalidade inferiores a 80% indicam resisténcia.



Anadlises bioquimicas e moleculares podem ainda ser utilizadas para identificar os mecanismos
envolvidos nos niveis de resisténcia detetados. Isto ira permitir a implementagao de medidas
eficazes de manejo das resisténcias.

10.4 Eficacia residual de inseticidas em superficies pulverizadas (WHO, 1998,
2005)

A eficacia de um inseticida residual sobre uma superficie pulverizada é determinada por
bioensaios de cone da OMS. Estes ensaios consistem na verificacao da mortalidade de
mosquitos vetores de uma dada espécie, quando expostos a superficie pulverizada, em
intervalos de semanas ou meses apos a pulverizagao. Esta técnica também pode ser utilizada
para realizar um controlo de qualidade de uma operagio de pulverizagio residual. E também
utilizada para determinar a eficacia de um inseticida residual em mosquiteiros tratados.

O bioensaio de cone da OMS é composto por cones de plastico, fita adesiva esponjosa,
aspirador bucal com a extremidade dobrada, aspirador bucal normal ou tubos de sucgao, papel,
cartao, pregos pequenos (pioneses), martelo, algodao, copos de papel cobertos com tule,
elasticos, marcadores de tinta permanente, gaiola de mosquitos, caixa para conservagao de
mosquitos e toalhas. Os cones de plastico sao apresentados na Fig. 27.

Figura 27. Bioensaio de cone da OMS aplicado numa parede

O procedimento do ensaio é o seguinte:
e Forre as margens da base dos cones de plastico com a fita adesiva esponjosa;

e Fixe os cones sobre a superficie pulverizada com a fita adesiva e/ou os pregos. Cones
sao fixos a trés alturas diferentes da superficie a ser testada (baixa, média e alta);

¢ Prenda um quadrado de cartao grosso, limpo e sem inseticida, na superficie a ser testada
e fixe sobre o cartao os cones de plastico que serao usados como controlo;



¢ Introduza |10 mosquitos criados em insectario com 3-5 dias de idade, de uma colonia de
Anopheles totalmente suscetivel a inseticidas, em cada cone e tape a abertura dos cones
com um pedago de algodao. Utilize um aspirador bucal diferente para introduzir os
mosquitos nos cones de controlo;

e Depois de um determinado tempo de exposigao (normalmente 30 minutos), retire
cuidadosamente os mosquitos dos cones e transfira-os para os copos de papel
devidamente marcados. Utilize um copo diferente por cada cone. Conte o nimero de
mosquitos mortos, ou caidos, no final do periodo de exposi¢ao, mas nao os remova,
pois alguns dos mosquitos caidos podem mais tarde recuperar;

e Coloque um algodao himido no topo dos copos de papel e guarde-os numa caixa limpa
de inseticida, bem arejada e coberta com uma toalha humida;

e Apos 24 horas, conte o numero de mosquitos mortos e calcule a percentagem de
mortalidade nos copos que contém os mosquitos que foram expostos a superficie com
inseticida (cones teste) e dos copos contendo os mosquitos expostos ao cartao (cones
controlo).

e Se a mortalidade nos cones controlo for entre 5% e 20%, a mortalidade dos cones teste
deve ser corrigida pela formula de Abbott, tal como acima descrito. Deve-se eliminar o
ensaio se a mortalidade controlo for superior a 20%.

e Para cada tipo de parede, o ensaio deve ser repetido em mais do que uma parede
dentro da mesma casa e também em casas diferentes, para se obter uma amostra
representativa.

Eficacia residual de inseticidas em mosquiteiros tratados

O procedimento do bioensaio de cone para redes mosquiteiras tratadas é semelhante ao
procedimento para superficies pulverizadas. A principal diferenca é que os mosquitos sao
expostos durante apenas trés minutos e em lotes de 5 mosquitos por cone. Dois cones sao
colocados em cada um dos lados e no topo do mosquiteiro, a diferentes alturas. Como
controlo, dois cones sao aplicados a um mosquiteiro nao-tratado. Os cones podem ser fixos ao
mosquiteiro utilizando elasticos de borracha (Fig. 28). O ensaio também pode ser feito
retirando a rede e esticando-a huma mesa ou hum quadrado de cartao.



Figura 28. Bioensaio de cone da OMS num mosquiteiro tratado




Anexo | Exemplo de um Programa do Curso Basico de Técnicos de
Entomologia




Introducio

A malaria continua a ser uma das principais causas de doenca e de mortalidade infantil nas
regioes tropicais do mundo. Esta doenga impoe severas restrigoes ao desenvolvimento
economico, sendo uma importante causa de pobreza na maioria dos paises em que é endémica.
Embora tenha havido um forte incremento no financiamento para o controlo da malaria, as
metas de redugao desta doenga estabelecidas pelo Programa Roll Back Malaria e pelos
Programas Nacionais de Controlo da Malaria ainda nao foram atingidas em muitos paises. Tal
deve-se, principalmente, a incapacidade de gerar conhecimento sobre a eco-epidemiologia local
da doenga, de modo a informar adequadamente as instituigoes responsaveis pela
implementacao e gestao do programa. Em particular, a capacidade de monitoramento e
vigilancia entomoldgica ainda sao, frequentemente, rudimentares. Assim, ha uma necessidade
urgente dos programas nacionais de controlo da maldria formarem um nimero suficiente de
pessoal qualificado, para participar efetivamente das atividades de controlo da malaria.

Objetivo do curso

O curso tem como objetivo apoiar os esforgos dos Programas Nacionais de Controlo da
Malaria para desenvolver, a nivel regional, uma massa critica de pessoal treinado que efetue a
vigilancia e a monitorizagao entomolodgica, de modo a orientar as intervengoes de controlo de
vetores da malaria. O curso ird fornecer conhecimentos basicos sobre a importancia do
controlo de vetores para a redugao da doenga, a biologia e os métodos de controlo de
mosquitos, bem como competéncias em metodologias padronizadas para a vigilancia e
monitorizacao de vetores da malaria.

Publico-alvo

O curso tem como destinatarios, pessoal de organismos distritais de paises com malaria
endémica. Esta direcionado aos quadros técnicos que recolhem e reportam indicadores
entomoldgicos locais, para apoio aos programas de controlo de vetores. Estes destinatarios
possuem, normalmente, formagao ao nivel secundario ou diplomas de especializagao em areas
que se adequem ao estudo da entomologia.

Estrutura do curso

O curso esta organizado em |0 unidades de aprendizagem. Cada unidade inclui aulas teodricas,
praticas e teorico-praticas. O curso tem a duragio de trés semanas, mas pode ser encurtado
para duas semanas, dependendo das especificidades do pais. As primeiras duas semanas sao
dedicadas a transmissao de conceitos e conhecimentos de base. A primeira semana concentra
as aulas tedricas e a segunda as aulas tedrico-praticas e praticas. A terceira semana é dedicada a
demonstracao de métodos e ferramentas de controlo de vetores, a revisao da matéria dada e a
aulas de discussao geral. O curso termina com a avaliagao dos alunos e do curso.



Avaliacdao do curso

O curso inicia-se com a realizagao de um pré-teste, que ira permitir um aperfeicoamento das
metodologias de ensino, de modo a melhor concretizar os objetivos propostos. No fim do
curso, os estudantes farao um teste final, para avaliar a aquisi¢ao de novos conhecimentos, e
responderao a um questionario confidencial para avaliar a qualidade do curso nos seus
diferentes componentes.

Conteudo curricular

Todos os tépicos que sao abrangidos pelo curso estao descritos em detalhe no Manual de
Entomologia para Formagao de Técnicos (nivel basico). O manual servird como documento
orientador do curso. A finalidade e os conteldos principais de cada unidade de aprendizagem
estao apresentados na Tabela A-I.

Cronograma do curso

A programagao proposta para um curso de trés semanas € apresentada na Tabela A-2. Este
calendario é flexivel e vai depender da logistica local e das necessidades dos recetores finais do
curso (p. ex. Programas Nacionais de Controlo).



Tabla A-I. Objetivos e contetidos das unidades de aprendizagem

Unidade Titulo Objetivos Conteudos Tipo de aulas
| Controlo da No final desta unidade, os alunos serao capazes de Abordagens para o controlo da malaria. Aulas tedricas.
malaria e o reconhecer a importancia do controlo de vetores em Ferramentas para o controlo de vetores. Aulas praticas: demonstragao das
papel da programas de controlo da malaria, as principais Controlo vetorial e principios para a sua principais ferramentas de controlo de
entomologia ferramentas disponiveis para o controlo de vetores e implementacio eficaz vetorial (mosquiteiros, pulverizagiao
os principios basicos para a sua implementagao. Principios basicos para o planeamento do controlo de residual, larvicidas)
vetores de malaria.
Principais tipos de levantamentos entomoldgicos.
2 Biologia de No final desta unidade, os alunos saberao descrever o Ciclo de vida do mosquito Anopheles. Aulas teéricas.
vetores de ciclo de vida de um mosquito e designar as principais Principais caracteristicas bioecologias e Aulas praticas: apresentagio dos
malaria caracteristicas biolégicas, ecologicas e comportamentais com importincia médica. diferentes estados de desenvolvimento
comportamentais que influenciam a capacidade de um do mosquito, com material de colénia de
mosquito para transmitir a malaria. insectario.
3 Anatomia e No final desta unidade, os alunos serao capazes de Principais caracteristicas morfologicas dos mosquitos Aulas teoricas.
identificagdo de | distinguir morfologicamente mosquitos do género (Diptera: Culicidae). Aulas praticas: observagao da
mosquitos Anopheles, ao qual pertencem as espécies que sio Distingao entre Anopheles (subfamilia Anophelinae) e morfoldgica de mosquitos,
vetores de malaria humana, de outros culicideos que outros culicideos (subfamilia Culicinae), nas fases nomeadamente das caracteristicas que
nao transmitem a malaria humana. imatura e adulta. permitem a identificagdo de Anopheles sp.
4 Diversidade de Em regides endémicas, a transmissao da malaria é Distribuigio geografica dos vetores da malaria, Aulas teoricas.
vetores de efetuada por varias espécies de mosquito e, em diversidade de habitats que exploram e tipos de Aulas praticas: demonstragao do uso de
malaria algumas ocasides, por diferentes subpopulagdes da adaptagio ecologica. chaves de identificagao morfoldgica para
mesma espécie. No final desta unidade, os alunos Conceito de complexo de espécies gémeas. identificar espécies de mosquito (larvas e
terdo adquirido os conceitos e conhecimentos Descricio de algumas das principais adultos).
necessdrios para compreenderem a complexidade espécies/complexos de vetores das Américas, Africa e
dos sistemas vetoriais da maldria, na natureza. Asia.
5 Colheita de No final desta unidade, os alunos serao capazes de Razbes para se efetuar estudos larvares. Aulas teoricas.
mosquitos realizar a amostragem das formas imaturas do Tipos de habitats larvares e fatores que podem afetar Aulas praticas: amostragem e
(Larvas) mosquito, no ambito de levantamentos a producio de adultos de um determinado criadouro. identificacao de larvas e adultos de
entomoldgicos necessarios a monitorizagio de Métodos de amostragem, processamento e mosquitos.
vetores. preservacao de amostras larvares.
Fatores ambientais usados na descricio de um habitat
larvar.
Tratamento e andlise de dados.
6 Colheita de No final desta unidade, os alunos serdo capazes de Métodos de colheita de mosquitos adultos (colheitas Aulas teéricas.
mosquitos realizar a amostragem de mosquitos adultos, no noturnas sobre humanos/ capturas com lengol e Aulas praticas: aplicagdo de métodos
(Adultos) ambito de levantamentos entomoldgicos necessarios piretrinas; colheitas de mosquitos em repouso no colheita de mosquitos adultos e técnicas

a monitorizagao dos vetores.

exterior; armadilhas de saida; captura manual ou por
aspiragao.

de processamento de amostras.




Unidade Titulo Objetivos Conteudos Tipo de aulas
7 Preparagio e No final desta unidade, os alunos serdo capazes de Principais técnicas laboratoriais utilizadas na Aulas teéricas.
conservagao de | selecionar e aplicar os métodos corretos para o entomologia da malaria (identificagdo morfolégica, Aulas praticas: preparagao de amostras
amostras de manejo e conservagao de amostras de mosquitos, a dissecgbes, ELISA, citogenética, andlise molecular para a determinagao da origem da
mosquitos serem posteriormente usadas em diferentes analises baseada em ADN/ARN) refeicdo sanguinea do mosquito por
laboratoriais. Preparagio de amostras para as diferentes técnicas. ELISA e para andlises moleculares
Materiais e equipamentos essenciais. baseadas em ADN.
8 Indices de No final desta unidade, os alunos terao adquirido Como determinar quais as espécies de mosquito Aulas teoricas.
transmissao e conhecimentos sobre os principais fatores que afetam envolvidas na transmissio maléria (incriminagio do Aulas praticas: determinagio dos graus
fatores que a transmissao da malaria. Saberao como recolher vetor). de desenvolvimento gonotrofico e
afetam a informagdes bioldgicas para a incriminagdo de uma Selecio de técnicas para a incriminagio de vetores. ovarico; dissecgdo das glandulas salivares
transmissao da espécie como vetor de malaria e saberdo calcular e Estimativa de parimetros entomolégicos importantes e ovarios de mosquitos.
malaria interpretar diversos indices de transmissao, entre os para a caraterizacio da transmissio (indice de Aulas T-P: calculo dos indices de
quais a Taxa Entomoldgica de Inoculagio. antropofilia, indice de endo/exofilia, indice de transmissao utilizando os resultados das
endo/exofagia) e estimativa de indices de transmissio, | colheitas de campo.
nomeadamente da Taxa Entomoldgica de Inoculagao.
Fatores que afetam a transmissao da malaria.
9 Nogbes basicas | No final desta unidade, os alunos saberdo quais os Tarefas de rotina no insectario. Aulas teéricas.
de criagio de requisitos para a implementagdo e gestao de um Condigdes gerais para a criagio de mosquitos: ovo, Aulas praticas: Colheita de mosquitos no
coldnias de insectdrio e os passos principais a serem realizados larva, pupa e adulto. terreno para estabelecimento de uma
mosquitos no para o estabelecimento e manutengao de coldnias de colénia em insectario.
laboratério mosquitos, bem como a utilidade destas para o
controlo de vetores da malaria.
10 Testes de No final desta unidade, o aluno sera capaz de realizar Razdes para determinar a suscetibilidade de vetores e | Aulas tedricas.

suscetibilidade
aos inseticidas e
bioensaios de
cone

bioensaios para a determinagio da suscetibilidade a
inseticidas em populagoes de mosquitos e realizar
bioensaios para avaliar a eficacia residual de
inseticidas em superficies tratadas (paredes e
mosquiteiros).

a eficacia residual de inseticidas

Teste OMS: avaliagdo do nivel de suscetibilidade de
mosquitos adultos a inseticidas.

Teste OMS: determinacao da eficacia residual de
inseticidas em superficies tratadas.

Teste de garrafa do CDC: avaliagao do nivel de
suscetibilidade de mosquitos adultos a inseticidas.

Aulas praticas: execugido das
componentes de campo e de laboratério
dos testes para a determinagao da
suscetibilidade a inseticidas em
populagdes de mosquitos e avaliagio da
eficacia residual inseticidas em superficies
tratadas




Tabla A-2. Cronograma do curso (semana |)

Horas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
9:00 Conclusdo das aulas
Ceriménia de abertura Principais intervengdes de | Incriminagdo de espécies Preparaciio e conservacio anteriores: analise e
9:30 controlo vetorial como vetores de maldria | ja amostras de mosquitos interpreltat;jéo dos
; . resultados.
(Unidade 1; T) (Unidade 8; T) (Unidade 7; T)
10:00 (Unidade 10, P)
Objetivos do curso
10:30 Intervalo para café Intervalo para café Intervalo para café Intervalo para café
Intervalo para café
Principios bésicos no Porqué determinar a
11:00 planeamento de Colheitas entomoldgicas q s
suscetibilidade a .
programas de controlo de (larvas) inseticidas? Estabelecimento e
Pré-teste malaria (Unidade 5; T) : manutengdo de coldnias
11:30 IEERLS 5 i 10: T de mosquitos.
(Unidade 1;T) (Unidade 10; T)
(Unidade 9, T)
12:00
Almogo Almogo Almogo Almogo
12:30
Tipos de teste para a Almogo
13:00 determinagdo de niveis de
suscetibilidade a
Biologia de vetores de Identificagdo de mosquitos inseticidas (OMS vs. CDC
13:30
maldria (Unidade 2; T) : . . L. ; .
(Unidade 3; T) Colheitas entomoldgicas (Unidade 10; T) Colheita e transporte de
(adultos) larvas e adultos para o
14:00 i Ari
(Unidade 6; T) insectdrio
Testes de tubo OMS e de .
Unidade 9, P
garrafa do CDC; bioensaios (B )
14:30 Principios basicos para Biodiversidade de vetores de cone da OMS
controlo da malaria de malaria .
(Unidade 10, P)
15:00 (Unidade 1;T) (Unidade 4; T) Intervalo para café
15:30 Intervalo para café Intervalo para café Intervalo para café Intervalo para café
16:00 Tarefas de rotina para a
S amet manutencgdo de coldnias
s stimativa de pardametros . . ; L
A . em insectdrio
Importancia da Blodlverds;d;icleécri;vetores TEeRET AT Contmau:tc;earci)o?a aula I 1
16:30 entomologia no controlo transmissdo da maldria (Unidade 9, T-P)
da malaria (Unidade 1; T) . 4T : 10 P
(Unidade 4; T) (Unidade 8; T) (Unidade 10, P)
17:00

T: Aula tedrica; T-P: Aula tedrico-pratica; P: Aula pratica




Tabla A-2. Cronograma do curso (semana 2)

Horas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
6:00 Colheitas com
lencol e piretrinas
8:00 (Unidade 6, P)
Colheitas de
Saida de campo mosquitos em
8:30 (identificagdo de repouso no
criadouros exterior e com
Organizacdo das larvares e armadilhas de
atividades e colheita de saida Processamento das
9:00 materiais da saida larvas) (Unidade 6, P) amostras colhidas nas
de campo ) Processamento capturas noturnas
10:00 (Unidade 5, P) das amostras (Unidades 3&7, P)
(Unidades 5&6, T-P) colhidas nas Processamento dos
it
10:30 CEIEHEE mOSqUIdOS Colheita de
Intervalo para café noturnas capturados FRES Intervalo para café
(Unidades 3&7, | (Unidades 3&7, P) :
11:00 Criadouros e P) (Unidade 5, P)
controlo larvar Ident|f|ca(:;ao de Continuag3o da aula
mosquitos i
11:30 (Unidades 1&2, T) (larvas) anterior
12:00 (Unidade 3, P) (Unidades 3&7, P)
Almogo Almogo Almogo
12:30
Almogo Almocgo
13:00 Preparagdo de Almogo
relatérios e Calculo de
13:30 aplicagdo da parametros
14:00 informacgdo importantes na | Processamento dos | Identificagao de
. recolhida Identificaco de transmissdo da mosquitos mosquitos
i malaria capturados (larvas) Calculo de
14:30 (Unidades 5&6, T) r‘(noqul:'to)s parametros
adultos : ; ;
Intervalo para café (Unidade 8, P) (Unidades 3&7, P) | (Unidade 3, P) e s TE
15:00 ervaio parag caje (Unidade 3, P) transmissdo da
Intervalo para . | Intervalo para maldria
. , Intervalo para café ,
15:30 café café (Unidade 8, P)
16:00 Tratamento de
Intervalo para ) B TraEmame @ resultados
café Continuagdo da i
la anterior EELEE (Unidade 8, P) 5
U resultados Z Intervalo para café
Identificacdo de 5 Ul i 5
16:30 mosquitos Preparag.ao das (Unidade 8, P) (Unidade 8, P) Preparac‘ao das
colheitas colheitas
(Unidades 3&4, P) noturnas sobre noturnas sobre Calculo de
humanos. e com SrerEE s humanos. e com parametros
alrmz'adllhas colheitas com a;rme.ldllhas importantes na
uminosas sl @ irieies uminosas transmls:s?o da
17:00 (Unidade 6, P) | (manha seguinte) (Unidade 6, P) maldria
' . (Unidade 8, P)
17:30 Jantar SEEER (1) Jantar
Colheitas Colheitas
noturnas sobre TEHITES Selhe
19:00 humanos. cell humanos e com
armadilhas armadilhas
Iu.mlnosas lumifresss
22:00 (Unidade 6, P) (Unidade 6, P)

T: Aula tedrica; T-P: Aula tedrico-pratica; P: Aula pratica




Tabla A-2. Cronograma do curso (semana 3)

Horas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
9:00
Demonstragdo de métodos

9:30 Testes de tubo da OMS e ferramentas para o Revisdes dos conceitos Avaliaggo dos alunos

’ (Unidade 10, P) controlo vetorial tedricos ensinados (teste)

(Unidade 1, P)

10:00
10:30 Intervalo para café Intervalo para café Intervalo para café Intervalo para café
11:00

. Continuagdo da aula Continuagdo da aula Continuagdo da aula o
11:30 anterior anterior anterior AEIIEEED CO ElEe
12:00
12:30

Almogo Almogo Almogo Almogo
13:00
13:30
Conclusdes sobre o curso
14:00
Continuagdo da aula

1430 Testes de garrafa do CDC e Discussdo sobre as aulas o

' (Unidade 10, P) préticas efetuadas Cerimonia de

encerramento
15:00
15:30
16:00 Intervalo para café Intervalo para café Intervalo para café
16:30
Testes de cone da OMS
Conclusdo da aula anterior | Conclusdo da aula anterior
(Unidade 10, P)

17:00

T: Aula tedrica; T-P: Aula tedrico-pratica; P: Aula pratica




Anexo Il Exemplos de Fichas de Campo para Colheitas de Larvas e
Adultos de Mosquito




A. FICHA DE CAMPO PARA LARVAS

A.1. Identificagao do local de colheita

Regido/pais Localidade

Coordenadas geograficas:
e Latitude

e Longitude

A.2. Caracterizacdo do criadouro

Tipo
o Permanente|:| Semipermanente|:| Tempora’rio|:|

Origem da agua (e.g. chuva, rio, escorréncia, canalizagdo)

Natureza da colecdo de agua (e.g. poga, arrozal, vala)

Caracteristicas da agua (e.g. limpida, turva, poluida, escura)

e Temperatura .. ... .. PH.
Exposigdo ao sol
e Sombrio |:| Parcialmente exposto |:| Exposto |:|

Presenca de vegetacdo (emergente, submersa, flutuante)

J Emergente|:| Submersa |:| Flutuante |:|

A.3. Descrigao da colheita

Tempo de colheita (min) Numero de cagos

Presenca de larvas

o Anofell'neos|:| CuIicineos|:| Negativo|:|



A.4. Notas




B. FICHA DE CAMPO PARA ADULTOS

B.1. Identificagao do local de colheita

Regido/pais Localidade

Coordenadas geograficas:
e Latitude

e Longitude

B.2. Tipo de colheita

Capturas sobre humanos: Interior |:| Exterior |:|
Colheitas de mosquitos em repouso: Interior |:| Exterior |:|
Colheita com lengol e piretrina |:| Armadilha de saida|:|
Outro

B.3. Caracteristicas do local de colheita

Colheitas no interior
e Tipo de casa e de materiais de construgao

e Numero de quartos Numero de divisGes

e Numero de pessoas que dormiram na casa na noite anterior:

o Com rede mosquiteira Sem rede mosquiteira

o Tipo de rede mosquiteira

o Sem impregnag50|:| Impregnada |:| LLIN |:|

e Data da ultima vez que a casa foi pulverizada com inseticida



B.4. Descrigao da colheita

Hora da colheita Tempo de duragao N2 de coletores

Presencga de mosquitos adultos

. Anofell'neos|:| Culicineos|:| NegativD

A.4. Notas



