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Apresentacao

A ordem Diptera, representada por insetos conhecidos como mosquitos e moscas, desempenham
importantes papéis na natureza, ora como predadores e parasitoides de pragas, ora como polini-
zadores ou como alimento para seus inimigos naturais. Porém, € como transmissor de diversas
doencas que estes insetos afetam diretamente o ser humano.

Diversas espécies de dipteros da familia Culicidae estao envolvidos na transmissao de doengas,
nas mais diversas regides do planeta, sendo a regido neotropical aquela onde o ser humano é mais
afetado. Dois importantes culicideos se destacam nesta regido: C. quinquefasciatus e A. aegypti,
por transmitirem nesta vasta regido doencas tais como filariosis, dengue, chicungunha, febre ama-
rela e virus Zica.

O controle desses importantes vetores, normalmente é feito pulverizando-se com inseticidas quimi-
cos ou bioldgico, as areas onde as larvas destes insetos se desenvolvem, e inseticidas quimicos,
nas localidades com infestacdo de mosquitos adultos.

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em parceria com a iniciativa privada, vem desen-
volvendo inseticidas bioldgicos, a base de Bacillus sphaericus e B. thuringiensis, visando ao com-
bate destes vetores ainda na fase larval.

O desenvolvimento desses inseticidas biologicos depende de insetos criados em laboratério, visan-
do garantir a sanidade dos mesmos, na realizagao dos testes de patogenicidade das bactérias tes-
tadas. O manual apresenta o processo de criagéo dos insetos, incluindo o manejo de ovos, larvas,
pupas e adultos, de forma segura e com a qualidade necessaria.

Maria Cleria Valadares Inglis
Chefe-Geral da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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1. Introducao

Entre os animais, a classe insecta € a que possui 0 maior numero de espécies, tendo aproxima-
damente um milh&o de espécies descritas, que interagem harménica ou desarmonicamente com
outros organismos, incluindo o homem (Gullan; Cranston, 2005; Speight et al., 2008).

Pela afinidade com o homem e seu ambiente, varias ordens de insetos podem estar envolvidas
direta ou indiretamente com a origem e/ou causa de doencgas. Tem importancia destacada Blattaria
(baratas), Phthiraptera (piolhos), Hemiptera (barbeiros e percevejos), Coleoptera (besouros),
Siphonaptera (pulgas), Lepidoptera (mariposas e borboletas), Hymenoptera (abelhas, vespas e
formigas) e Diptera (moscas e mosquitos), (Grella, 2011). Dentre os artrépodes a Ordem Diptera,
representada por cerca de 150.000 espécies descritas (Tissot; Silva, 2008), contém a maioria das
espécies transmissoras de patégenos ao ser humano ou Ihe causam outros tipos de problemas
de saude (Coetzee, 2014). Das 106 familias pertencentes a ordem Diptera somente 10 sao de
importancia médica, e destas, relativamente poucas espécies estdo envolvidas na transmissao de
doencas (Coetzee, 2014).

Os mosquitos da familia Culicidae sdo amplamente reconhecidos como os mais importantes dipte-
ros envolvidos na transmissdo da Malaria e Filariose, bem como dos virus da Chycuncunha, Zica
e Dengue na regiao Afrotropical e Neotropical (Coetzee, 2014), infectando mais de 120 milhdes de
pessoas com filariose linfatica em 73 paises, desfigurando ou incapacitando cerca de 40 milhées de
pessoas com a doenca (WHO, 2015). No Brasil a Filariose restringe-se endemicamente ao estado
de Pernambuco e, desde 2013, ndo foram diagnosticados casos novos (Brasil, 2017).

As larvas dos mosquitos utilizam, para se desenvolverem, o ambiente modificado pelo homem
quando isto disponibiliza agua para o seu crescimento, e os adultos se alimentam do sangue de
animais e aves que vivem préximos aos seres humanos, mas € ao se alimentar destes ultimos que
obtém o seu melhor desempenho reprodutivo (Pina; Fonseca, 1999).

As espécies transmissoras de doencas afetam os seres humanos bem como os animais criados
por estes, chegando muitas vezes a causar severos prejuizos econdmicos e de ordem sanitaria,
(Grella, 2011).

Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti (figura 1) sao insetos hematéfagos, presentes em todo o
territorio Brasileiro, de grande importancia epidemiolédgica por serem vetores de diversas doengas
virais e parasitarias. No Brasil A. aegypti é o transmissor dos virus da dengue, da febre amarela
urbana, da Zica, da febre Chikungunya e C. quinquefasciatus das Filarioses, tais como a elefantiase
(Pontes et al., 2020).

Até o momento ndo existem métodos profilaticos eficientes, como vacinas para prevenir varias
das doengas transmitidas por estes mosquitos, e nem mesmo os medicamentos utilizados nos
tratamentos apresentam grande eficiéncia, e muitas dessas doengas como Malaria, Zica e outras
sao responsaveis por alto indice de mortes, principalmente no Norte do pais e nos paises pobres
da Africa e Asia (referéncia). Dessa forma, é importante desenvolver métodos de controle desses
vetores, visando a interrupcao da transmissao. Para isso é necessario ter uma criagao de insetos
vetores de forma a té-los saudaveis e em condi¢des totalmente controladas.

Nesse sentido a Plataforma de Criacdo de Insetos — PCPI da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, possui uma populagao de A. aegypti e de C. quinquefasciatus para fornecimento de
insetos de exceléncia, em ambiente controlado, buscando sempre uma padronizagao da qualidade
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dos mosquitos, permitindo assim uma melhor comparacao entre os resultados dos ensaios que uti-
lizam esses insetos (Anderson; Leppla, 1992; Sing, 1977; Singh; Moore, 1985).

As metodologias aqui apresentadas tém produzido mosquitos e permitido a pesquisa e desenvolvi-
mento de bioinseticidas, a base de Bacillus, para o controle desses vetores desde 1987. A criagao
destes insetos evolui para a nao utilizacao de cobaias doadoras de sangue, migrando para a utili-
zacao de dietas cada vez mais sintéticas atendendo as determinag¢des da Associagao Veterinaria
Mundial (WVA) e Institutos de Protegdo Animal (Gonzales et al., 2018) que visam o bem-estar dos
animais e a aplicagao da ética na utilizacdo dos mesmos.

C. quinquefasciatus

Figura 1. Insetos adultos A) Aedes aegypti e B) C. quinquefasciatus.

2. Objetivo

Este manual visa orientar pesquisadores e técnicos quanto a producéo e controle de qualidade de
populagdes de A. aegypti. e de C. quinquefasciatus para a criagcdo em laboratério, gerando ovos,
larvas e adultos de qualidade que possam ser utilizados em ensaios para testes de patégenos,
semioquimicos, inseticidas e outros visando a obtengao de novos produtos para seu controle.

Os propagulos infectivos de fungos que parasitam os ovos de nematoides apresentam um processo
de infeccao similar ao dos fungos entomopatogénicos. Entretanto, ndo se pode descartar a hipo-
tese de que esses fungos sapréfitas consigam sobreviver por longos periodos apés incorporados
ao solo, e que as hifas produzidas nesse habitat sejam, em muitos casos, os principais propagulos
responsaveis pela infeccao de nematoides suscetiveis. Na realidade, ha uma acentuada caréncia
de pesquisas que busquem elucidar varios aspectos ainda obscuros do processo de infeccéo por
fungos nematofagos.

3. Estrutura fisica e equipamentos necessarios a criagao de
C. quinquefasciatus e A. Aegypti

Para produzir insetos com qualidade é necessario dispor de estrutura fisica adequada, equipamen-
tos e insumos de boa qualidade bem como metodologia de produ¢do bem estabelecida.

3.1 Estrutura fisica

Recomenda-se que a estrutura fisica de uma unidade de produgao de insetos seja composta mini-
mamente por 4 ambientes: (a) Sala de criacdo e manejo de larvas e adultos, (b) Sala de preparo de
dietas, (c) Sala de descarte e limpeza e (d) local para manutencao de codornas.

Fotos: Francisco Schmidt.



Foto: Albert Oliveira.
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a) Sala de criacao de insetos (figura 2): este espaco é destinado a manter e efetuar o manejo dos
insetos. Deve ser uma sala climatizada com condicionadores de ar do tipo quente/frio para
manter a temperatura da sala em torno de 28 + 2°C . O controle do fotoperiodo deve ser feito
com a instalacao de um timer, fornecendo 14 de fotofase disponibilizadas por lampadas do
tipo tubular “luz do dia” instaladas no teto. Esta sala deve ter bancada com pia para limpeza
e fornecimento de agua para os insetos. Devera dispor de prateleiras para comportar as ban-
dejas onde os ovos e larvas serdo mantidos e também gaiolas para adultos. O tamanho da
sala sera conforme o tamanho da criacao pretendida. Janelas sdo dispensaveis nesse tipo de
criagao, entretanto é ideal que se tenha um exaustor, devidamente protegido por tela de ma-
Iha 14 e com vedacao de luz externa por basculhante metalico. A manutenc¢ao da temperatura
e do fotoperiodo indicado sdo fundamentais para o sucesso e continuidade das colbnias de
insetos (Cohen, 2018).

b) Sala de preparo de dietas: este espaco é destinado ao preparo das dietas dos adultos e das
larvas. Devera possuir uma autoclave, balanga analitica, agitador magnético e bancadas para
manipulacao das dietas.

c) Sala de descarte: esta sala devera ser separada e devera conter um reservatério onde todo o
material sera descartado e posteriormente coletado (Parra, 1986).

d) Local para manutencao das codornas: este espaco, preferencialmente devera ser em outra
estrutura e seguir as exigéncias do CEUA para criagao de codornas em cativeiro e sua utiliza-
¢ao na criagédo de insetos ou experimentos.

3.2 Equipamentos, utensilios e insumos

Os equipamentos necessarios séo: ar condicionado quente/frio, timer para controle do fotoperiodo,
autoclave, geladeira, balanga analitica, agitador magnético.

i |

Figura 2. Sala de criagdo e manejo de larvas e adultos.
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Serao precisos os seguintes utensilios: balde de 20 litros, bandeja de plastico (60 x 40 cm) com
capacidade de 5,5 litros, béquer plastico de 4000 mL, copos de plastico 300 mL e de 50 mL, elas-
ticos, Erlenmeyers de 500 mL, 1.000 mL, filme plastico, gaiolas quadradas com tela mosquiteira,
luva cirurgica papel filtro, papel toalha peneira de metal (marca: Solotest especificagbes: USBS/60
abertura em mm/0,250 tyler/60), pissetas pipetas Pasteur de 3 mL (descartaveis), potes plasticos
de 100 mL, sacos de plastico, vasilha de plastico preto (500 mL), termémetro com amplitude de Oa
50°C, tesoura e tecido tipoTNT (Tecido Nao Tecido).

Os insumos necessarios sao: agua filtrada, agua filtrada autoclavada, alcool 70% e 92%, fermento
biolégico seco utilizado em panificacdo, mel de abelha, racdo de manutencao para codornas, racéo
para gatos castrados.

4. Criacao dos insetos

4.1 Obtencao de insetos para estabelecimento e revigoramento de colonias.

Para iniciar uma colbnia, os insetos devem ser obtidos preferencialmente de outra criagao, garantin-
do assim que sejam insetos de boa qualidade livres de organismos patogénicos aos seres humanos
€ aos proprios insetos. Nesse sentido indicamos como possivel fornecedor de matrizes os laborato-
rios da Fundagao Oswaldo Cruz. Estes insetos, entretanto, devem obrigatoriamente passar por um
periodo de quarentena para evitar a introdugdo de microrganismos contaminantes, parasitoides e
predadores no local de criagdo (Schmidt et al., 2001; Anderson; Leppla, 1992).

Na populacao selvagem introduzida no laboratério € normal ocorrer perda da variabilidade gené-
tica devido a “deriva genética”, selecao e “inbreeding” (cruzamento entre irmaos), nas primeiras
geracoes, e somente por volta da quinta geracao a variabilidade é recuperada devido a mutacdes e
recombinagdes (Parra, 1986).

Para o estabelecimento da colénia de C. quinquefasciatus sao coletadas larvas no campo, em lo-
cais como lagoas de oxidacao, pocas d’agua de chuva, aguas pluviais encontradas em garagens
de edificios, de preferéncia onde nao tenha sido feito nenhum tipo de controle quimico ou bioldgico
recente e onde a Filariosi n&o seja endémica. Essas larvas coletadas s&o deixadas em local isolado
e a medida que empupam s&o colocadas em gaiolas. A quantidade aproximada € de 700 pupas por
gaiola. Pode-se ainda proceder a coleta de ovos da seguinte forma:

a) Colocar potes pretos com 500 mL de agua préximo na sombra de arvores ou em locais com
incidéncia dos mosquitos;

b) Observar uma vez por dia se houve oviposigéo nos copos e fazer a coleta das “jangadas” com
0 auxilio de um pincel;

c) Transferir os ovos coletados para uma bandeja de plastico contendo 2,5 litros de agua filtrada,
adicionar um grao de ragao de gato castrado;

d) Observar o desenvolvimento das larvas e aguardar o aparecimento de pupas, apds isso trans-
feri-las para novas gaiolas de adultos.

Os mesmos procedimentos em laboratorio sao feitos quando da introducéo ou estabelecimento de
colénia de A. aegypti, exceto em relagdo a origem. Este inseto deve proceder de outro laboratorio,
pois doencas transmitidas por ele ao homem passam de uma geracdo de mosquito a outra, através
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dos ovarios das fémeas portadoras (Consoli; Oliveira, 1994). No anexo 1 é apresentado esquema
geral para estabelecimento ou revigoramento de colbnia de insetos.

4.2 Manutencgao das col6nias

A sala de criagcao dos mosquitos deve ser mantida numa temperatura de (28 + 4) °C com fotoperiodo
de 12h.

4.2.1 Coleta de ovos

a) C. quinquefasciatus

Os ovos de C. quinquefasciatus colocados em grupos de aproximadamente 250 unidades, sendo
este agrupamento denominado “jangada” (figura 3). Para obtengao destes, sdo inseridas dentro das
gaiolas de adultos, vasilhas de plastico contendo agua.

Os ovos nao podem ser armazenados, pois, ndo resistem a dessecagao, sendo necessario coloca-
-los, imediatamente apds a coleta, nas bandejas com agua e alimento previamente preparadas. As
bandejas de plastico devem ser lavadas com agua e detergente neutro, secadas com papel toalha,
esterilizadas com alcool 70%, e deixadas sob luz UV, a 40 cm de uma lampada tubular de 30W
Uv-c, em uma capela de fluxo laminar ou equipamento similar alternativo por aproximadamente 20
minutos. Em seguida, 2 litros de agua filtrada sdo depositados na bandeja.

E importante n&o colocar mais do que dez jangadas por bandeja, evitando assim a superpopulagdo
de larvas que retarda o seu desenvolvimento.

b) Aedes aegypti

Os ovos de A. aegypti sao colocados isoladamente em superficie Umida. Assim, para se obter ovos
a partir de fémeas mantidas em gaiolas, deve-se inserir no interior das gaiolas, vasilhas cilindricas
de plastico de cor preta, revestidas com tiras papel filtro, umedecido com agua filtrada até a metade
da altura do recipiente (figura 4, A). As fémeas adultas ovipositam sobre os papéis (figura 4, B).

Foto: Francisco Schmidt.

Figura 3. Agrupamento de ovos de C. quinquefasciatus “jangada”.
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Os ovos devem ser coletados diariamente ou a cada dois dias (segundas, quartas e sextas-feiras),
através da retirada do papel depositado nas vasilhas cilindricas. Esses papeis devem ser colocados
para secar a temperatura ambiente e devem ser identificados com o nome da espécie de inseto, a
data e geracao.

Apods a secagem do papel, que ocorre em cerca de trés dias, os ovos podem ser armazenados, pois,
resistem a dessecacdo. As tiras contendo os ovos devem ser depositados em sacos de plastico
identificados (més e ano da coleta; figura 4, C) e os mesmos sdao mantidos dentro de um recipiente
fechado e identificado na sala de criacao (figura 4, D). Os ovos armazenados, permanecem viaveis
por cerca de um ano.

4.2.2 Manejo de ovos e de larvas de A. aegypti e C. quinquefasciatus

A ecloséo das larvas de ambos insetos ocorre a aproximadamente 24 h apés a colocagao das jan-
gadas ou ovos em papel filtro nas bandejas com agua destilada.

Figura 4. (a) vasilhas cilindricas de plastico de cor preta, revestidas com tiras papel filtro, umedecido com &gua filtrada
até a metade da altura do recipiente contendo ovos depositados, (b) tiras de papel de filtro colocadas para secar, (c) tiras
de papel filtro secas contendo ovos, (d) recipiente fechado para estocar os sacos plasticos.

Fotos: Albert Oliveira.
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Para a eclosao dos ovos do A. aegypti, deve-se utilizar o papel filtro, com os ovos, mais antigos.
Deve-se adicionar 0,3 g de fermento bioldgico em pd, previamente diluido em 3 litros de agua filtra-
da. O fermento biologico atua consumindo o oxigénio da agua, estimulando a eclosao das larvas
(Nunes et al., 2020). O papel filtro com os ovos deve permanecer totalmente submerso pela agua
para haver a ecloséo das larvas.

As larvas sao alimentadas com ragao para gato castrado, previamente autoclavada a 121°C por
aproximadamente 20 min (figura 5). Deve ser colocada 1 unidade (cerca de 0,123g) de ragao de
gato em cada bandeja e a reposicao deve ser feita quando ndo houver mais vestigios de ragao nas
bandejas.

Foto: Albert Oliveira.

Figura 5. Racao de gato autoclavada.

A cada dois dias, a agua das bandejas deve ser trocada para evitar contaminagéo. Desta forma,
deve-se recolher as larvas em uma peneira com malha de metal (figura 6, A) e com auxilio de uma
pisseta, jogar agua filtrada sobre a peneira com as larvas (figura 6, B), para elas cairem dentro da
nova bandeja preparada de maneira descrita anteriormente para ovos (figura 6, C).

E importante ndo colocar comida em excesso nas bandejas, pois, a racdo para gato pode fermentar,
formando uma nata que impede a respiracao das larvas.

Esta manipulagao é realizada por cerca de sete dias até que a larva atinja o estagio de pupa.

Fotos: Albert Oliveira.

Figura 6. procedimento para a troca da agua das larvas, (A) larvas sdo depositadas em peneiradas, (B) com auxilio de
uma pisseta séo depositadas em nova bandeja (C).
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4.2.3 Manejo de pupas de A. aegypti e C. quinquefasciatus

As pupas de ambas as espécies devem ser coletadas imediatamente apds aparecerem nas bande-
jas (figura 7, A). Para isso, as bandejas devem ser inspecionadas a cada 24 horas.

A coleta é realizada manualmente com uma pipeta Pasteur de 3 mL (figura 7, B). As pupas devem
ser colocadas em copos plasticos de 300 mL contendo agua filtrada. Cento e cinquenta pupas po-
dem ser colocadas em cada copo e depois distribuidas em gaiolas de adultos.

A coleta de pupas é realizada diariamente, exceto nos finais de semana. Como a pupa néo se ali-
menta, ndo necessita de dieta.

Para evitar a fuga de insetos adultos durante periodos onde nao possa ocorrer 0 monitoramento
constante das pupas, aconselha-se que as larvas de quarto instar existentes nas bandejas sejam
transferidas para erlenmeyes de 1000 mL e cobertas com telas para evitar que algum adulto esca-
pe. As telas dos erlenmeyers sdo inspecionadas e os adultos existentes podem ser liberados nas
gaiolas.

Figura 7. Coleta de pupas, (A) pupas nas bandejas, (B) coleta com auxilio de pipeta Pasteur de 3 mL.
4.2.4 Manejo de adultos de A. aegypti e C. quinquefasciatus

Os adultos desses insetos sdo mantidos em gaiolas quadradas de 30x30x30 cm de lado, cujas la-
terais sdo cobertas por tela mosquiteira de malha 14 sombrite com 25 Mesh preto ou cinza. A parte
frontal destas gaiolas possui uma “manga” de tecido, para facilitar a manipulacao e limpeza, e evitar
a fuga dos adultos (figura 8).

Foto: Francisco Schmidt.

Figura 8. Gaiolas de adultos de A. aegypti.

Fotos: (A) Albert Oliveira e (B) Francisco Schmidt.
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Os machos de mosquitos sao alimentados com solugédo aquosa de mel a 10%, (Sasmita et al.,
2019) oferecida em tira de papel de filtro autoclavado depositado em copos de 50 mL (figura 9).
Esses copos devem ser trocados trés vezes na semana, evitando assim, a contaminacao por fun-
gos e bactérias. Essa solugao de mel pode ser armazenada em geladeira em frasco vedado, sendo
possivel utiliza-la por até duas semanas.

—

Foto: Albert Oliveira.

Figura 9. Potes de 50ml com mel 10% e tiras de papel filtro autoclavado séo utilizados na alimentagéo dos adultos.

As fémeas de C. quinquefasciastus sao alimentadas com sangue de codornas criadas em biotério
(Beserra et al., 2006) (vide Anexo 2 para processo de alimentagédo e cuidado com as aves), entre-
tanto a plataforma de criacao de insetos vem pesquisando uma forma de substituir as codornas
na alimentacao de C. quinquefasciatus em consonancia com orientagcbes do CEUA da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. As fémeas adultas de A. aegypti recebem repasto sanguineo,
coletados em tubos vacutainer contendo anticoagulante EDTA e 6ml de sangue bovino, enriquecido
com 0,375 g de Whey protein e 0,2 g de ATP/gel utilizada em equinos de alto desempenho. Variadas
sao as opgdes para a alimentacédo dos adultos de A. aegypti, a maioria baseada em sangue ou he-
moderivados de vertebrados + proteina do leite + ATP + anticoagulante, escolhidos em fungao de
finalidades especificas que terado os insetos produzidos e em fungao da facilidade de obtencéo dos
componentes utilizados (Talyuli et al., 2015; Dutra et al., 2017; Gonzales et al., 2018; Gaugler et al.,
2019; Kandel et al., 2020; Mendes et al., 2018; Herculano, 2020).

Para oferecer o sangue para A. aegypti € necessario que o mesmo seja depositado na parte infe-
rior de um pote de 50 mL (figura 10, A), coberto com um pedaco de tecido TNT preto (figura 10, B),
fixado ao copo com elastico (figura 10, C). Em seguida esse copo € invertido e preenchido com agua
aquecida a 40°C (figura 10, D). O conjunto é entdo depositado na gaiola onde as fémeas virao se
alimentar (figura 10, E) (Anjolette; Macoris, 2016).

O repasto sanguineo é de extrema importancia, pois na sua auséncia, a fémea nao faz a oviposigcao
e tem a sua longevidade diminuida (Clements, 1963; Panizzi; Parra, 2009).
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Figura 10. Preparo do repasto sanguineo de adultos de A. aegypti. (A) sangue é depositado na parte inferior de um pote
de 50 mL, (B) coberto com um pedaco de tecido TNT preto, (C) fixado ao copo com elastico, (D) copo deve ser invertido e
preenchido com agua aquecida a 40°C, (E) o conjunto € depositado na gaiola onde as fémeas virdo de alimentar.

Na gaiola de C. quinquefasciatus é necessaria a introdugdo de um copo contendo agua filtrada
com pedaco de ragao de gato. Esse copo servira para que as fémeas facam oviposicdo em forma
de “jangada” na superficie da agua. Estas “jangadas” sdo coletadas e utilizadas imediatamente de
acordo como foi descrito anteriormente.

Na gaiola de A. aegypti € necessaria a introducdo de um vasilhame de cor preta contendo tiras de
papel filtro umedecidas com agua para as fémeas realizarem a oviposi¢ao. Essas tiras devem ser
do mesmo tamanho do didmetro do vasilhame. Estes copos sdo trocados sempre que os papéis
contiverem ovos.

Alimpeza das gaiolas deve ser diaria, evitando assim, a proliferacdo de aranhas, responsaveis mui-
tas das vezes pelo decréscimo de individuos adultos da gaiola. A limpeza evita, ainda, a proliferacao
de acaros, responsaveis pelo surgimento de contaminagdes. Deve-se utilizar pano ou papel toalha
umedecido com alcool 70% e passar no fundo, e nas laterais internas das gaiolas, agir delicada-
mente para evitar a fuga dos insetos.

Fotos: (A) Stefany Costa, (B e C) Albert Oliveira (D e E) Francisco Schmidt.
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Anexo |

Criacao de codornas em biotério

As codornas séo criadas em gaiolas do tipo aramadas com dimens&o de 50 cm por 70 cm por 30 cm
que permitem que as aves sejam mantidas levando em consideragao o bem-estar delas, seguindo a
orientacdo da Associacao Veterinaria Mundial (WVA) que visam o bem-estar dos animais utilizados
em pesquisa (Ribeiro Neto; Alves, 2013). As gaiolas sdo mantidas dentro biotério a 26 +2 °C forneci-
da por condicionadores de ar. As aves sao alimentadas diariamente com 25 g de ra¢ao de codornas
por individuo. A vasilha com 450 ml de agua é reabastecida e limpa, diariamente. As aves tomam
banho de sol diariamente por 30 minutos no periodo da manha 8:00 e 10:00 horas) retirando, para
esse fim, as gaiolas com as codornas para o lado de fora do biotério.

Nas sextas-feiras, no final do dia, é colocada uma quantidade de racao e agua suficientes para ali-
mentacao das codornas no final de semana.

Limpeza das gaiolas

As gaiolas sao limpas trés vezes por semana, segundas, quartas e sextas feiras, da seguinte forma:
a) Transferir as codornas para uma outra gaiola;

b) Retirar o bebedouro e lavar com agua e sabdo com auxilio de esponja. Enxaguar bem o be-
bedouro para evitar intoxicagdo dos animais;

¢) Retirar o comedouro para limpeza do mesmo e colocar em seguida nova ragao.

d) Retirar os papeldes ou jornais usados para forrar o fundo das gaiolas, enrolar e descartar em
lixo comum. Pode ser utilizado maravalhas no lugar de folhas de jornal caso haja facilidade de
conseguir este material (Ribeiro Neto; Alves, 2013);

e) Limpar as gaiolas, suas laterais e as bandejas com uma esponja molhada e detergente ou
sabao para retirada das fezes.

f) Enxaguar todas as partes ensaboadas das gaiolas;

g) Forrar o fundo das gaiolas com papeldes ou jornais limpos;

h) Voltar as codornas para as gaiolas;

i) 2- Limpeza do biotério é feita diariamente obedecendo os seguintes critérios:

j) Retirar todas as gaiolas e todos os materiais para fora do biotério para facilitar a limpeza e
organizacao;

k) Recolher os papéis que ficam abaixo das gaiolas (este papel é trocado uma vez por semana,
as sextas-feiras);

I) Varrer o biotério todos os dias;
m) Lavar o chao com agua e sabao do tipo detergente neutro a cada 15 dias;
n) Forrar o chdo com papeléo;

o) Voltar as gaiolas para dentro do biotério.
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Retirada das codornas para o repasto sanguineo

a) As codornas sao usadas para repasto sanguineo de acordo com a demanda da Plataforma de
criacao de insetos, normalmente as segundas, quartas e sextas-feiras, mantendo um intervalo
minimo de 48 horas entre um repasto sanguineo e outro (Ribeiro Neto; Alves, 2013; Beserra
et al., 2006);

b) Selecionar as codornas para o repasto sanguineo dos mosquitos de acordo com as caracte-
risticas abaixo:

- Individuos ativos;
- Auséncia de secrecdes nasal e ocular;

- Sem sinais de diarreia.

¢) Quando do repasto sanguineo, antes de levar as codornas para a Plataforma de criagdo de
insetos, aplicar intramuscular, no peito ou na coxa, 0,1 ml de anestésico (cloridrato de xilazina
2%) por codorna;

- Aguardar fazer efeito, ou seja, aguardar que as codornas estejam sedadas, retirar as pe-
nas da regiao dorsal (costas) das codornas para facilitar o repasto sanguineo;

d) Colocar as codornas em uma gaiola pequena;

e) Levar as codornas para a Plataforma, na quantidade de uma codorna por gaiola de mosquitos
adultos;

f) Colocar as pequenas gaiolas com as codornas dentro das gaiolas dos mosquitos durante toda
a noite;

g) E importante observar que as codornas utilizadas para o repasto na segunda-feira, ndo sdo
as mesmas utilizadas no outro dia. E realizado um rodizio para que as codornas passem por
um periodo de descanso de 48 horas;

h) No dia seguinte, pela manha, retirar as codornas das gaiolas dos mosquitos;

i) Retornar as codornas para o biotério.

Anexo Il

Protocolo de sangue bovino para criagao de Aedes aegypti (PCPI)

O sangue bovino, é coletado em tubos de coleta contendo anticoagulante EDTA e armazenado a
temperatura de -20°C até sua utilizagao.

Preparo do Sangue

a) Aguardar o sangue descongelar e alcangar a temperatura ambiente;
b) Para cada tubo de 3 ml de sangue bovino é adicionado 0.375g de Whey protein e 0.2g de ATP;

¢) Misturar todos os componentes com o sangue em um tubo Falcon, agitar manualmente por 1
minuto ou até a sua homogeneizagao;
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d) Colocar o sangue no fundo dos potinhos de 100ml e cobrir um pequeno pedago de tecido TNT
e prender com elastico;

e) Dentro do potinho colocar dgua aquecida a aproximadamente 40°C e fechar com a tampa;
f) Pendurar no teto de cada gaiola de Aedes um potinho com sangue aquecido;

g) No dia seguinte, descartar os tecidos de TNT no lixo branco e esterilizar os potinhos com agua
sanitaria.
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