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1. Contexto

As doencas transmitidas pelos mosquitos vetores, constituem um problema de salde
pubica relevante. Em Cabo Verde no passado recente foram registadas epidemias por

virus Dengue e Zika ambas transmitidas pelo Aedes aegypti.

O controlo do mosquito vetor Anopheles gambiae s.l, constitui uma das prioridades para
o0 Pais alcancar a meta de eliminac¢do do paludismo no horizonte 2020. No periodo de
julho a setembro de 2017, tem-se verificado um aumento de nimero de casos autdctones
do paludismo na Cidade da Praia, superior ao numero de casos observados nos anos

anteriores.

Para contribuir para o controlo dos vetores e a realizacdo de pesquisas na area da
Entomologia Médica foi criado junto do Instituto Nacional de Saude Publica — INSP, o

Laboratorio de Entomologia Médica, inaugurado em maio de 2017.

Nas atividades de rotina do Laboratorio de Entomologia Médica— LEM, foram realizados
testes que permitem obter informacdes sobre a bioecologia dos mosquitos,
nomeadamente o teste de sensibilidade dos mosquitos adultos ao inseticida, a bioeficacia
de pulverizagdo intradomiciliar, o indice de Antropofilia e identificagdo molecular do
complexo A. gambiae. Estas informagdes podem contribuir para o desenvolvimento de
estratégias que possam servir de bases para o reforco das medidas de controlo dos

mosqu itos vetores.

2. Colheitas entomologicas

No periodo 21 de agosto a 13 de setembro, a equipa do Laboratério de Entomologia
Médica efetuo a colheita de larvas, pupas e mosquitos adultos, intra e extra domiciliares,
no municipio da Praia. No terreno, verificou-se obras de construgdo civil inacabadas,
valas, hortas, pocos, pardieiros que sdo potenciais criadouros de mosquitos e presenca de

animais, que permitem a manutencéo do ciclo gonotréfico do mosquito.

3. Procedimentos laboratoriais

As larvas e pupas coletadas foram colocadas em tinas no insectario do LEM, até a
emergéncia para a fase adulta. Os adultos provenientes do terreno como 0s emergidos no

insectario foram identificados e separados por géneros ou complexo de espécies, através



da observacdo de carateristicas morfologicas ao estereomicroscopio e com recurso as

chaves dicotomicas segundo Ribeiro (1980 & 1995).

Para a determinacdo da refeicdo sanguinea dos mosquitos fémea recém-alimentadas,
dissecou-se o abdomen em papel de filtro e esta foi conservada a -20°C para detecéo da
sua origem através da técnica de ELISA modificada segundo Beier et al., (1988), sendo
as restantes partes do corpo (torax, patas e asas) utilizadas para extracdo de ADN e
analises moleculares. Os mosquitos que ndo se encontravam alimentadas foram depois
individualizados e conservados em tubos com silica gel, a temperatura ambiente, até

posterior utilizacdo em laboratorio.

Para o teste de suscetibilidade aos inseticidas e avaliacdo de bioeficacia do inseticida K-
Othrin (deltametrina 5%) usado na pulverizagdo, foram efetuadas colheitas de larvas e
pupas nos diversos criadouros existentes no municipio da Praia. Para as colheitas de
larvas foram usados cacos e pipetas. No LEM efetuou-se a separacédo das larvas e pupas
por géneros para tinas de criacdo. Durante o desenvolvimento larvar, as tinas foram
regularmente preenchidas com agua e alimentadas com racdo para peixes. Os adultos
emergidos nas gaiolas foram alimentados com &gua acucarada (10%) embebida em
algoddo. Os adultos foram assim mantidos durante 3-5 dias, até a realizacdo dos testes

de suscetibilidade e avaliacdo do bioeficacia do inseticida.
4. Avaliacéo da bioeficacia da pulverizacdo com K-othrin 5% (deltametrina)

Para este teste escolheu-se as habitacGes do bairro da Varzea, que foram submetidas a
pulverizacdo com K-othrin 5% no més de agosto, realizado pela equipa de luta
antivetorial da Delegacia de Saude da Praia. Foram utilizados 3 cones da OMS para
exposicdo e 1 cone para controlo, que consiste na exposi¢cdo de dez fémeas a uma
superficie/material ndo tratado. Em cada cone de exposicdo foram introduzidas com o
auxilio de aspiradores bocal, dez fémeas de Anopheles gambiae s.I., ndo alimentadas, de
2 a 5 dias de vida (fotos em anexo). Estas fémeas ficaram expostas a parede pulverizada
durante 30 minutos, apds esse tempo foram retiradas, com auxilio dos mesmos
aspiradores e colocadas em bercgarios individuais. Os mosquitos fémeas testados
permaneceram nos bercarios durante 24 h, com acesso a uma solucéo de aclcar de 10%.
Fez-se a contagem do nimero de mosquitos tombados (knock-down) 60 minutos apos a
exposicao, e o calculo da mortalidade ap0s 24 h. Os testes foram efetuados nas condigdes

de temperatura 29,8°C+1°C e humidade relativa de 79%.



Dos resultados obtidos verificou-se uma percentagem de mortalidade de 10% no cone
controlo, 0 que se enquadra nos parametros definidos pela OMS, segundo a qual o teste
é valido se a percentagem de mortalidade no cone controlo for inferior a 20%. Sendo a
mortalidade no controlo maior que 5% aplicou-se a formula de Abbott (OMS, 1963) para

corrigir a mortalidade.

% mortahdade tubos teste - % mortahdade tubo controlo ¥ 100
100 - % mortalidade tubo controlo

Figura 1: Formula de Abbott (OMS, 1693)

Para 0s cones expostos a percentagem de mortalidade sem correcdo foi de 53,3% e a
corrigida de 22,2% (tabela 1).

Tabela 1. Taxa de mortalidade de A. gambiae em superficie pulverizada com K-othrin 5%.

% % mortalidade
Cone Controlo | Cone 1 | Cone 2 | Cone 3 . corrigida —
mortalidade
Abbott
Inicial 10 10 10 10
Mortos 1 5 7 4 53,33 22,2
% Mortalidade 10 50 70 40

Segundo a OMS uma populagdo de mosquito é suscetivel quando apresenta uma taxa de
mortalidade superior a 97%, é tolerante (possivelmente resistente) quando apresenta taxa
de mortalidade entre 80% a 97% e resistente se a taxa de mortalidade for inferior a 80%.
A taxa de mortalidade corrigida obtida neste teste foi de 22,2%, apontando para a
existéncia de resisténcia dos mosquitos A. gambiae s.l ao inseticida utilizado no contexto
da pulverizacdo (diluicdo do inseticida, aplicacdo do inseticida, conservacdo do
inseticida, entre outros fatores). Todos os mosquitos testados foram conservados em

silica gel para posterior identificagdo molecular.

5. Teste de sensibilidade aos inseticidas

A suscetibilidade aos inseticidas foi determinada através de testes de suscetibilidade da
OMS em mosquitos adultos (WHO, 1963; WHO, 1998).

Neste procedimento, selecionaram-se mosquitos fémea com 2 a 5 dias de vida sem
refeicdo sanguinea. Em cada um dos tubos de exposicéo foi introduzida uma folha de

papel impregnado com inseticida a testar (deltametrina), e no tubo de controlo, foi



introduzida uma folha de papel sem inseticida. A exposicdo decorreu com os tubos na
posicao vertical durante uma hora, sob condigdes de temperatura de 26°C. Procedeu-se
ao registo dos mosquitos caidos nos seguintes tempos de exposi¢do: 10, 15, 20, 30, 40,
50 e 60 minutos. No fim do tempo de exposicdo, os mosquitos foram transferidos para o0s
tubos de repouso. Os tubos de repouso foram colocados em posicédo vertical e mantidos
por 24 horas. Sobre a grelha, situada na parte superior do tubo, colocaram-se pedagos de
algoddo embebido numa solucéo acucarada (10%) para garantir o alimento dos mosquitos
sobreviventes. Ao final de 24 horas pos-exposicdo, foram registadas as mortalidades em
cada tubo (controlo e testes). Os mosquitos vivos foram mortos por congelamento, e
conservados individualmente em microtubos (1,5ml) com silica gel e algoddo. Os
mosquitos mortos foram contados e também transferidos individualmente para
microtubos com silica gel e algoddo. Os microtubos, devidamente etiquetados, e
conservados a -20°C até a extracdo de ADN.

A taxa de mortalidade para cada inseticida foi calculada a partir do somatério dos
mosquitos mortos em cada tubo sobre 0 somatério dos mosquitos testados, de acordo com
a recomendacdo da OMS (WHO, 1998). Quando a mortalidade nos tubos controlo atinge
valores entre 5 e 20%, a mortalidade registada nos tubos expostos ao inseticida é corrigida
pela férmula de Abbott.

De acordo com a OMS (WHO, 1998), as taxas de mortalidade observadas nas exposi¢oes
aos inseticidas ddo uma indicacdo do estado de suscetibilidade da populacdo em estudo,
com base nos seguintes intervalos: taxa de mortalidade superior a 97% ¢ indicativo de
suscetibilidade, taxas de mortalidade entre 80 e 97% sugerem tolerancia ao inseticida e

taxas de mortalidade abaixo de 80% correspondem a resisténcia.
a) Género Culex

Para Culex pipiens s.l, foi usado papel impregnado com deltametrina 0,05% disponivel
no LEM. Um total de 131 mosquitos fémea que foram expostos ao inseticida, no periodo

de 1h verificou-se o efeito Knock-down a partir dos 20 minutos apds exposicdo (graficol).
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Gréfico 1. Percentagem de Knock-down dos mosquitos testados em minutos apds uma hora de exposicao.

A taxa de mortalidade apds 24 horas de exposicao foi de 8% nos tubos de exposicao e
zero porcento no de controlo. O nivel de resisténcia para a Deltametrina 0,05% foi
elevado o que indica uma populacdo de mosquitos Culex pipiens s.| resistente. De
salientar ainda que a mortalidade nos grupos controlos foi sempre inferior a 5%, pelo que
ndo houve necessidade de recorrer a correcdo da mortalidade observada nos testes nem

de eliminar testes.
b) Anopheles gambiae s.1

Para Anopheles gambiae s.I, foi usado papel impregnado com Deltametrina 0,05%. De
um total de 40 mosquitos fémea que foram expostos ao inseticida, no periodo de 1h

verificou-se o efeito Knock-down a partir dos 10 minutos ap6s exposicdo (grafico 2).
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Gréfico 1:Percentagem de Knock-down dos mosquitos testados em minutos apds uma hora de exposicéo.

A taxa de mortalidade ap06s 24 horas de exposicao foi de 95% nos tubos de exposicao e
10% no de controlo. Como a mortalidade no tubo controlo foi superior a 5%, recorreu-se
a correcdo da mortalidade usando a formula de Abbott. Entdo verificou-se que a taxa de
mortalidade corrigida foi de 94%, o que sugere tolerancia ou possivel resisténcia a
Deltametrina 0,05%.

6. Identificacado molecular das espécies do complexo A. gambiae s.1

Foi usada a técnica de PCR descrita por Fanello et al. (2002), para a identificacdo de
espécies do complexo A. gambiaes.s. . O PCR para a identificacdo das espécies foi
realizado utilizando um primer universal (UN), que é comum entre as espécies do
complexo, e um primer especifico para cada uma das seguintes espécies: A. gambiae s.s.
(GA), A. arabiensis (AR) e A. melas/A. merus (ML). Estes primers permitem a
amplificagdo de fragmentos de diferentes tamanhos, especificos de cada espécie, na
regido 1GS do ADN ribossomal (ADNr). Cada grupo de reagdes de amplificacdo incluiu
controlo positivo para a forma A. gambiae s.s e um controlo negativo (i.e. sem ADN
molde).

Um total de 96 mosquitos capturados no periodo de setembro de 2016 a julho de 2017,
foram analisados 76 pela técnica de PCR para a identificacdo molecular de espécies do
complexo A.gambiae. Todas as amostras processadas foram identificadas como sendo

Anopheles arabiensis, apresentando 315 pares da base (figura 1).



Figura 2. : Identificacdo de espécies do complexo A. gambiae, por IGS-PCR. M-Marcador de peso

molecular de 100pb; 1 a 4 — amostras de campo identificadas como A. Arabiensis; 5 — Controlo positivo de

A. Gambiae s.s., 6 Controlo negativo.

7. Determinacao de refeicoes sanguineas de Anopheles gambiae s.1.

Determinada através da identificacdo da origem da refeicdo sanguinea no estdmago de
fémeas recém alimentadas, na qual permite a determinagéo do indice de Antropofilia (1A)
que representa a proporc¢ao de fémeas recém-alimentadas cujo estbmago contém sangue
humano, indice necessario para a distingdo entre espécies antropofilicas e zoofilicas
(Garrett-Jones, 1964a). Numa abordagem para enquadrar as varias espécies quanto as
preferéncias dos hospedeiros, Garrett-Jones (1964a) agrupou as espécies com baixos
valores de IA (<0,1) as espécies intermédias (0,1>1A<0,5) e as espécies com IA elevados
(>0,5), refletindo, neste caso uma elevada antropofilia, encontrando-se neste grupo os
principais vetores de malaria em Africa, A. gambiae e A. funestus. No entanto estes
intervalos podem variar sob a influéncia das vérias circunstancias naturais (e.g.

disponibilidade de hospedeiros, pressoes seletivas).

Para determinar a origem das refeigdes sanguineas colhidas de fémeas recém alimentadas
capturadas em repouso nos bairros e localidades do municipio da Praia, utilizou-se um
protocolo de ELISA direta, modificada segundo Beier et al., (1988). As refei¢Oes
sanguineas foram testadas para a presenca de imunoglobulinas G (IgG) de sangue
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humano, de ave (galiformes), cdo, porco e caprino. Com esta analise foi possivel calcular
o Indice de Antropofilia — IA (i.e., proporcio de refei¢des sanguineas em humanos no
total de amostras testadas).

Foram analisadas por ELISA um total de 48 refei¢cGes sanguineas de fémeas de Anopheles
gambiae s.l. Estas amostras foram obtidas de fémeas capturadas em repouso no interior e

exterior das habitagc6es, sendo 30 no interior e 18 no exterior.

As refei¢es sanguineas mistas constituiram (n=39) 81.2% da amostra total, sendo 31
refeicbes sanguinea foram a combinacgdo sangue de homem com de outros animais e 8
ndo continha sangue humano, mas sim a combinacdo de sangue de outros hospedeiros.
Tendo-se observado refei¢cGes sanguineas em humano combinadas com sangue de porco,

com o de céo, com o de cabra e com o de galinha (gréfico 2).

Homem/galinha

Gréfico 2. Combinacédo das refei¢des sanguineas de homem com outros animais.

Das amostras analisadas 8 ndo reagiram com o0s anticorpos dos cinco hospedeiros
testados, que provavelmente alimentaram-se de outros hospedeiros. Apenas foi observado
1 caso que reagiu apenas com o0 anticorpo de sangue humano e ndo com 0s outros
anticorpos testados.

No total de 48 amostras de refei¢des sanguineas 32 continham presenca de 1gG humano,
logo verificou-se que o 1A para A. gambiae foi de 0.66. Segundo Garret-Jones (1964a)
este valor permite agrupar A. gambiae como uma espécie de elevado Indice de
antropofilia.
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8. Georreferenciacao de criadouros de mosquitos

Durante as saidas de terreno foram realizadas 20 deslocacdes em 16 bairros e localidades
no municipio da Praia. Foram identificados e georreferenciados os criadouros
encontrados nos diferentes pontos visitados. Destes criadouros, os positivos continham
larvas dos trés géneros: Aedes, Culex e Anopheles. Estas larvas foram coletadas para

serem criadas no insectario até a fase adulta para estudos.

o EZ

Figura 3. Georreferenciagdo dos criadouros no municipio de Praia.
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9. Consideracoes

Os dados obtidos neste estudo de avaliacdo da bioeficacia de superficie pulverizada e de
teste sensibilidade aos inseticidas que apontam para resisténcia e tolerancia
respetivamente ao inseticida deltametrina por parte da populagdo de mosquitos Anopheles
gambiae s.I, devem ser consolidados e aprofundados em préximos estudos.

Os mosquitos do género Culex s.I, mostraram-se resistentes ao inseticida deltametrina
pelo teste de sensibilidade aos inseticidas. Para este género ndo se efetuou o teste
avaliacdo da bioeficacia de superficie pulverizada.

Provavelmente estes resultados poderdo estar relacionados com a intensidade da
utilizacdo deste inseticida na populacdo de mosquitos na Cidade da Praia. Lembrando que
nos Gltimos 7 anos, esta Cidade foi o epicentro das epidemias transmitidas por mosquitos

vetores.

Os proximos estudos devem ser extensivos a outros municipios do pais que
provavelmente apresentam dinamicas da pressdo da utilizacdo de inseticidas diferentes
do contexto da Cidade da Praia. Isso devera incluir outros testes complementares, tais

como a pesquisa de mecanismos de resisténcias.

Este trabalho ndo contemplou, nesta fase, a avaliacdo da deltametrina nas condicdes de
sua diluicdo para pulverizacdo, bem como o contexto de sua aplicacdo e conservacdo e de

outras situacdes que possam influenciar na sua bioeficacia.

O estudo incidiu sobre mosquitos adulto, pelo que o estadio larvar ndo foi objeto do

mesmo, logo ndo foi avaliado o larvicida temephos (abate).

A localizagdo dos criadouros positivos foi comunicada a Delegacia de Saide da Praia e
ao Programa Nacional de Luta contra os Vetores da Direcdo Nacional de Saude, para

efeitos de medidas de controlo vetorial.

Os constrangimentos encontrados durante a colheita das amostras estiveram relacionados
com 0 acesso aos criadouros e equipamentos insuficientes (armadilhas CDC, aspiradores,

BG-sentinela) para colheitas de adultos no terreno.
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10. Anexos

Figura 4: A: Chegada da Equipa do LEM a habitacéo para o teste de Bioeficacia . B: Equipa do LEM a
explicar ao habitante os procedimentos a serem efetuados

Figura7: Cone controlo
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