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MANUTENCAO DE COLONIA DE ANOPHELES DARLINGI ROOT, 1926, EM
LABORATORIO (1)

Geratdo Magela BURALLI (2) & Eduardo Sterlino BERGO (2)

RESUMO

Descreve-se a instala¢do e manuteng¢ao inicial de uma colénia de An. darlingi,
no municipio de Araraquara, SP, como parte do programa de pesquisas em malaria
da Superintendéncia de Controle de Endemias — SUCEN.

Participando-se de experiéncia semelhante descrita por CORREA na década de
70, apresenta as modificacoes sugeridas por outros autores ¢ pela experiéncia de seis
mescs de funcionamento. A perspectiva ¢ de desenvolvimento de uma colénia com

simplificag0es de téenicas ¢ equipamentos.

Séao dadas informagées sobre alimentacio de larvas e alados, duracdo dos esta-

dios larvais, mortalidade e acasalamento.

UNITERMOS: Anopheles darlingi — insetario.

INTRODUCAO

A criacdo em massa de anofelinos em labo-
ratorio ¢ vista atualmente como condi¢ao preci-
pua ao desenvolvimento de pesquisas em mala-
ria ja que grande parte dos estudos requer a ma-
nutenc¢do do ciclo esporogdnio de plasmodios.

A escolha da espécie a ser colonizada recali,
em geral, naquelas de comprovada capacidade
vetorial e preferencialmente com ampla distri-
buicdo geografica, tanto pela disponibilidade
de exemplares para inicio e reforgo do insetario
quanto pela facilidade, que se espera, na repro-
ducdo das condi¢bes ambientais, em laborato-
rio, exigidas pela espécie. Entretanto, é fato co-
nhecido de quantos tenham se dedicado a essa
tarefa que certas espécies, aparentemente pou-
co exigentes de condigdes climaticas especiais,
na verdade devem ter seu desenvolvimento con-

(1) Auxilio financeiro do CNPg-Polonoroeste 700349/85.

dicionado a alto grau de¢ especializacdo ecologi-
ca, envolvendo biocenoscs essenciais e comple-
xas de dificil reproducao-.

Nesse sentido, Anopheles darlingi tem-se
constituido num desafio para os pesquisadores
brasileiros. Por ser a espécie de maior impor-
tancia na veicula¢do das malarias humanas no
pais, gracas a elevada suscetibilidade a P. vivax
e P. falciparum, endofilia e antropofilia acen-
tuadas e ocorréncia relativamente farta em am-
bientes com diferentes graus de interferéncia
antropicac, tem-se prestado a varias tentativas
de colonizac¢ido artificial, em geral mal suce-
didas.

Esse insucesso na manutenc¢ao das colénias
provavelmente tem desestimulado a publicagao
de resultados parciais, que se verifica pela es-

(2) Superintendéncia de Controle de Endemias-SUCEN, Rua Paula Souza, 166. CEP 01027 Sdo Paulo, SP, Brasil.
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cassa literatura disponivel, o gue contribue am-
da mais para as dificuldades que s¢ entrenis na
sua criacao.

Desde os trabalhos pioneiros realizados ate
1950, por autores nacionals e estrangeiros, a
principal informacdo disponivel provém de co-
municacdes pessoais de técnicos que participa
ram dessas experiéncias ou de relatorios de di-
vulgacac restrital. 2. 5.7.9. 11, De qualquer forma,
pode-se dizer que existe hoje um conhecimento
acumulado razoavel que permite dar inicio a
uma coldnia de An. darlingi e que a maior difi-
culdade se refere a sua manutengao por longos
periodos. A analise das experiéncias referidas
siosira gue alguns parametros fundamentats es-
tao bern: esrabelecidos como: necessidade de
foua linpa, de origem natural, para manuten-
! arvas; alimentos mais aceitos; exigén-
cia de wmla de grande porte para permitit a
corte e copula e os recipientes de oviposi¢do ca-
pazes de simular o criadouro natural de grande
undidade.

Entre esses trabalhos destaca-se o de COR

REA" 11 que conseguiu manter no municipio de
Araraquara, SP, por cerca de dez anos, uma
caldnia cuja produgdo diaria de adultos atin-
g21u, no apice da sua atividade, a média de 1,500
cxemplares.

A experiéncia atual da SUCEM, buscando
a reinstalagdo da colonia, significa assim uma
tentativa de resgatar o conhecimenio acumuia-
do por aquele autor ¢ pelos técnicos que o
acompanharam. Ela faz parte do programa de¢
pesguisa em malaria da autarquia que, no mo-
mento pretende manter o cultivo “‘in vitro™ de
formas hepaticas do parasita a partir de esporo-
zeuos, além de trabalhos voltados ao estudo da
suscetibilidade as drogas antimalaricas.

A nova coldpia teve inicio em maio de
1987, quando se optou por utilizar a mesma
metodologia desenvolvida por CORREA ¢ a
partir dai buscar as adapiacdes que se julgarem
nceeessarias. A desericao dessas atividadoes signi-
fica o registro de experiéncia preliminar <uicita.
portanto, a ¢ritica ¢ adaptagio constanies,

MATERIAL E METODOS

Instalacdes, mos

G prédio que abriga o insetario projeiado ¢
construido especiaimente para esse fim, esta
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siuado em Araraquara, SP, a 275 km da Ca-
pital.

A area total construida € de 53 m* compos-
ia por um laboratorio, sala de criagao de larvas,
sala de criacdo de alados, sala de criacao de
coelhos e depdsitos, conforme tig. 1. As pare-
des sao revestidas de azulejos ¢ o piso de cera-
mica esmaltada. O teto é de laje de concreto,
com cobertura de telhas de barro. A entrada do
predio é protegida por dupla porta, sendo uma
de tela. Internamente existem cortinas de algo-
dao isolando o hall de entrada e aquele que da
acesso as salas de criagdo. Todas as janelas sdo
1eladas.

C laboratdrio é equipado com moveis ¢
aparcihos convencionais. A sala de criagdo de
tarvas apresenta pequena bancada com pia e es-
tantes de madeira revestindo as paredes. A sala
de manutencdo de alados countém duas gaiolas
para mosquitos e uma mesa de manipulagao.
As duas salas de criagdo estao equipadas com
aqmcedores elétricos e umidificadores. O con-
trole da temperatura e umidade relativa é feito
por termometros e termohigrogafo.

A iluminacao artificial ¢ feita por lampa-
das tluorescentes.

Coleta de alados e produciao de ovos:

FFémeas selvagens de An. darlingi sdo cap-
turadas nos periodos crepusculares, no Munici-
pio de Dourado, SP, distante 50 km do inseta-
rio, as margens do Rio Jacaré-Pepira. Os exem-
plares sdo coletados individualmente, com isca
humana, em frascos de vidro vasados de 2x5
cm, com dedais de tela em ambas as extremida-
des (tubos Corréa). As fémeas sdac alimentadas
com algodao embebido em soluc¢do de sacarose

10%p e transportadas ao laboratorio, onde sao
identificadas colocande-se diretamente o tubo
sob o microscopio.

Apods a identificacdo sdo colocadas, em
egrupos de 10, em copos plasticos de 300 ml, te-
lados, com fundo de algodao ¢ papel filtro ami-
do para oviposicdo. O interior dos copos ¢é lixa-
do para permitir o repouso nas laterais.

As fémeas sdo alimentadas diariamente,
com sangue humano, diretamente no braco.
Recentemente este tipo de alimeniagao vem sen-
do substituido por camundongos anestesiados e

locados diretamente sobre os copos.

Os ovos sao coletados a cada dois dias, por
lavagem do papel filtro nas bandejas de cria¢do
de larvas.
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AR CONDICIONADO

Criacdo de larvas:

As larvas sdo criadas em bandejas de plas-
tico, circulares, com 25 cm de boca e 10 cm de
altura. Essas bandejas, tipo bacia, sdo de baixo
custo e facilitam a limpeza. A agua ¢ provenien-
te de fonte natural e permanece em galdes plas-
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ticos no interior da sala para equilibrio da tem-
peratura. A troca de agua é feita diariamente
pelo seguinte processo: despeja-se a dgua com
as larvas em uma bandeja limpa; nesta,
provoca-se um movimento circular na agua
com uma pera de borracha de bico longo para
que o sedimento restante (alimento, exuvias e
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larvas mortas) se acumule no centro do fundo
da bandeja; aspira-se o residuo e a agua, pelo
fundo, até reduzir o volume a uma lamina de
agua; completa-se o volume com 4gua limpa.

Para a alimentagdo utilizou-se uma mistu-
ra de partes iguais de farinha de mitho, ragdo
para aves de corte, ra¢do para passaros e fer-
mento para biscoito de polvilho, moidos e pe-
neirados. Complementa-se a alimentacdo com
fermento Fleischmann. Apos experimentos
~ com diferentes ragdes, optou-se por aquela pro-
posta por SANTOS!0 que se constitui na mistura
de uma parte de farinha de peixe para duas de
pao torrado e moido e duas de germe de trigo.
Nio é utilizado qualquer tipo de levedura viva.

A racédo € oferecida diariamente na quanti-
dade aproximada de 0,3 a 0,6 mg/larva de acor-
do com o estadio larval predominante na ban-
deja, segundo o proposto por GERBERG?., O
numero médio de larvas por bandeja é de 200
exemplares.

A disposi¢do seqiiencial das bandejas em
prateleiras permite visualizar a evolugdo das
larvas pela distribuicdo dos diferentes estadios
larvais em diferentes alturas da estante.

A coleta de pupas ¢ feita diariamente pela
aspiragdo individual com pipeta Pasteur. Estas
pupas sao contadas e colocadas para eclosdo
em frascos com tampa adaptada em ‘‘funil in-
vertido”. Isto impede a entrada de alados no
frasco de pupas.

Manuten¢do de alados:

As gaiolas de alados medem, cada uma,
1 m de largura por 1 m de altura por 0,60 m de
lado. A base e o teto sdo de madeira maci¢a su-
portados por sarrafos. As laterais e o fundo sido
feitos de tecido de algodao. A frente é de tela de
nylon, malha 20, e apresenta duas aberturas
protegidas por manga de malha de algodao:
uma superior, pequena, € uma rente a base,
com 0,30 m de boca. A abertura superior per-
mite a manipula¢do de mosquitos e das fontes
de alimentagao nao sanguinea. A abertura infe-
rior permite a limpeza do fundo da gaiola e a
colocacao da fonte de alimenta¢do sanguinea.

O primeiro alimento citado compde-se de
bolas de algoddo embebidas em soluc¢do de sa-
carose a 10% e fatias de magd ou beterrabas,
penduradas no teto.

A alimentacdo sanguinea ¢ feita sobre o
dorso de coelhos com area depilada. Os coelhos
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permanecem imobilizados em caixas de conten-
¢do. Esta caixa compde-se de uma base de ma-
deira em cuja extremidade existe uma cela com
abertura em guilhotina, onde o animal fica pre-
so pelo pescoco. Esta caixa visa protegé-lo de
picadas no focinho e orelhas que sdo areas mui-
to sensiveis. A estrutura e medidas da caixa de
conten¢do podem ser vistas na figura 2.

A alimentagdo sanguinea, em coelhos, ¢
oferecida diariamente aos mosquitos por cerca
de trés horas.

Além das aberturas frontais existe uma ou-
tra, lateral, destinada a oviposi¢do. A metade
inferior de uma lateral ndo tem tecido e se es-
tende na forma de ttnel de fil6 até a boca de um
cristalizador de vidro, de 30 cm de didmetro por
30 ¢cm de altura. Essa manga de fil é presa por
sarrafos de madeira na gaiola ¢ amarrada a bo-
ca do cristalizador. Este, com agua até 2/3 de
altura, permanece dentro de um aquario, com
fundo escurecido. Este conjunto simula, para
as fémeas gravidas, um criadouro amplo e de
grande profundidade.

Diariamente, o cristalizador é descoberto e
sao coletados os ovos com tiras de papel filtro.
Os ovos coletados sdao semeados em bandejas
identificadas, as quais sdo levadas para a sala
de criagio de larvas.

O acompanhamento da popula¢do de ala-
dos na gaiola é feito pelo registro diario de trés
dados: n? de pupas vivas que entram, n? de pu-
pas mortas retiradas e n? de alados mortos. Es-
tes ultimos sdo coletados a partir da limpeza do
fundo da gaiola, com o auxilio de um aspira-
dor, e daqueles que morrem na superficie do
cristalizador de oviposic¢do.

Quanto as condi¢des climaticas, procura-
se manter a temperatura das salas entre 25 a
27°C e a umidade relativa do ar acima de 70%.
O fotoperiodo é de aproximadamente 12 horas
luz, 12 horas sombra. Durante o dia, a lumino-
sidade mantém-se reduzida a penumbra, gracas
as telas escuras das janelas (sombrite) e persia-
nas horizontais.

RESULTADOS E COMENTARIOS

Na instalac¢ao desse insetario optou-se, co-
mo ja foi dito, por iniciar a coldnia partindo-se
da metodologia desenvolvida por CORREA,
niesmo que algumas téenicas ja tivessem sido tes-
tadas com sucesso por outros autores. Lstas se-
riam incorporadas paulatinamente. Ainda co-



BURALLI, G.M. & BERGO, E.S. — Manutengio de coldnia de Anopheles darlingi Root, 1926, em laboratorio. Rev. Inst, Med. trop. Sdo

Paulo, 30(3):157-164, 1988.

/7

A 15cm —

TELA METALICA MALHA 20

'
‘ «
1S ¢cm ]

|

/ 1
B r/—-1 ‘_‘__‘M/DOBRADIQA
— 1=
)
!
{
1 10O cm
i
i 74 /,,T’- FECHO
: _

20 cm b0 s~
7/
Ve -
// DIAMETRO: 5¢cm
,
V4
I
’

L

3c+m
e 20c¢cm

7

mo opgao de trabalho procurou-se desenvolver
um insetario de produgdo em massa de mosqui-
tos, sem privilegiar procedimentos que, embora
fornecedores de dados sobre a biologia da espé-
cie, viessem sobrecarregar o trabatho como,
contagem de ovos ¢ larvas nos diferentes esta-
dios, determinacdo de taxas de eclosdo, sobre-
vivéncia, etc. Estas observacdes deverdo ser
feitas em experimentos paralelos, utilizando-se
grupos de insetos restritos.

Quanto a tentativa de repeticdo da expe-
riéncia original verificou-se um fato ja espera-
do, qual seja, os resultados obtidos por aquele
autor, numa situacao de colénia bem estabele-
cida, nem sempre sdo reprodutiveis no inicio da
colénia, mesmo se mantendo rigorosamente as
técnicas utilizadas. Isto se deve provavelmente
ao ‘‘status’’ genético das populagdes segura-
mente com diferentes graus de adaptacdo as
condi¢Ges de laboratorio.

Em vista disso observa-se que a col6nia,
nesse primeiro ano de existéncia, ainda apresen-
ta grande dependéncia da introducédo de ovos
provenientes da populagao selvagem. A maior
densidade de individuos acompanhou assim as
varia¢oes sazonais da populagdo natural, cujo
apice ocorre no periodo de maio a agosto.

O esquema de manuten¢ao da coldnia dife-
riu da de CORREA: quando se procurou traba-
lhar com duas populagdes distintas. Para isso
foram utilizadas duas gaiolas, uma das quais
recebia apenas os adultos (F,) nascidos da gera-
¢do do campo (parental). Essa gera¢do, portan-
to F,, era colocada em bandejas separadas e os
alados resultantes eram colocados na segunda
gaiola. Desta forma esperava-se contar com
uma gaiola de F,, com introdugdo permanente
de individuos selvagens, e outra, onde se teria
uma populagio mais adaptada as condi¢des de
laboratorio. Os ovos colhidos nessa segunda
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TABELA |

Producdo de exemplares de An. darlingi (geragdo I' |} no periodo de junho 2 novembro de 1987,

, adultos ‘ )

Més Pupas Pupas G Vivos Adultos N‘l_fjxto.s B

(ent.) Mortas Mortas et 34 12 1
Jun 3.316 346 10.4 2,970 209 1.219 2.028
Jul 7.412 678 4.1 6.734 1.5835 1.360 2.895
Ago 15.969 751 4.7 15218 5.038 5032 10.070
Set 15.012 1.306 8.7 13,706 5.646 5.008 10.652
Out 3.235 135 4.2 3100 23518 2,480 4.831
Nov 5.516 540 8.8 4.976 1.658 1.488 3.146
Total 50.460 3.756 7.4 46.704 17037 16.585 33622

TABLLA 2
Producio de exemplares de An. darlingi (gera¢do ) no perfodo de junho a novembro de 1987.

Mas Pupas Pupas ¥ A\\/i}\xrl;?s Adultos M\onos
mes (ent.) Mortas Mortas (elnt.} 43 Qe il
Jun -
Juj S 5
Ago £i2 9 8.0 103 36 08 104
Set 299 17 5.7 282 99 74 173
Cut 977 30 31 947 397 419 816
Nov 78 3 3.8 75 77 92 169
Total 1.471 59 4.4 1412 609 653 1.262

gaiola gerariam adultos que voltariam a inte-
grar essa mesma populagao.

Esse esquema foi seguido nos seis primei-
ros meses de trabalho e nao pode ser mantido
devido a queda na populacao F,. Conseqgiiente-
mente o numero de individuos F, ndo foi suti-
ciente para permitir copula e oviposi¢ao. Os da-
dos das tabelas | ¢ 2 mostram os resultados ob-
tidos nesse periodo.

Como se verifica, as maiores densidades
obtidas na gaiola de I, ocorreram nos meses de
agosto e setembro como conseqiiéncia do eleva-
do numero de ovos cothidos nos meses anterio-
res a partir de fémeas do campo. Esse fato se re-
pete em F, com maior produ¢do em setembro ¢
outubro.

Os dados apresentados nas tabelas acima
devem ser vistos apenas como registro de pro-
dugao, visto que ndo permitem concluir sobre
taxas de mortalidade geral ou por sexo. Apenas
chama-se a aten¢ao para a elevada mortalidade
de pupas. A causa principal ¢ a contaminag¢ao
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por fungos que crescem nos frascos onde as pu-
pas sdo postas a cclodir dentro das gaiolas de
alados. Esses fungos estao sendo estudados vi-
sando a adoc¢ao de substancias inibidoras no
mMeio sem prejuizo para os insetos. Até 0 mo-
mento sabe-se que ocorrem duas espécies fila-
mentosas e uma levedura, que envolvem as pu-
pas dificultando a sua mobilidade.

Quanto a mortalidade de adultos, embora
nao sc disponha de avaliacdo da sobrevivéncia
diaria, deve-se registrar que periodicamente
ocorrem grandes baixas na populagao.
Acredita-se que isto ocorra em virtude de alte-
ragoes bruscas na umidade relativa na sala de
manutencio de alados.

A temperatura nesta sala tem sido mantida
abaixo 27°C ¢ a umidade relativa acima de
70%. Entretanto, tem-se registrado elevacdes
de temperatura ao redor de 30°C, principal-
mente nos dias mais quentes, com dificil manu-
tengao da umidade relativa elevada. Os apere-
thos convencionais de correcao dessas variaveis



BURALLI, G.M. & BERGO, E.S. — Manutengao de coldénia de Anopheles darlingi Root, 1926, em laboratorio. Rev. Inst. Med. trop. Sao

Paulo, 30(3):157-164, 1988.

tem-se mostrado ineficazes. O uso de ar condi-
cionado mostrou-se totalmente inadequado.

Atualmente estdo sendo feitas adaptagoes
na estrutura do prédio visando maior isolamen-
to térmico com 0O exterior.

Ainda com relacdo a manutencao de ala-
dos, pode-se dizer que a alimenta¢ao nao san-
guinea tem-se mostrado satisfatoria. A introdu-
¢ao de beterraba, juntamente com magas e so-
lucdo de sacarose, além de atrativa para os
mosquitos, facilita a opera¢do dada a sua maior
resisténcia a dessecagdo e proliferacao de micro
organismos fermentadores.

O mesmo ndo se observa na alimentacdo
sangiiinea. A oferta de coelho nao tem dado re-
sultados tdo satisfatorios como foram conse-
guidos por CORREA!. A proporcio de fémeas
engurgitadas é baixa, o que deve explicar a bai-
xa produgdo de ovos. Esta fonte de repasto san-
giiineo vem sendo substituida, com resultados
promissores, por ratos brancos de laboratorio.
Os animais sdo anestesiados, colocados numa
rede de filo e pendurados no teto da gaiola.

Quanto ao acasalamento pode-se dizer que
¢ uma das principais barreiras a serem vencidas
na colonizacdo de An. darlingis. O uso de gaio-
las pequenas, que ddo grande agilidade no ma-
nejo de espécies estenogamicas nao tem-se mos-
trado adequadas para a criagio dessa espécie. A
gaiola utilizada, com 1 m x 1 m x 0,6 m, mos-
trou que permite o véo nupcial, com copula,
quando a populacio ultrapassa 2.500 exempla-
res. Quando a populagdo de alados cai abaixo
desse valor, a produgao de ovos torna-se inter-
mitente.

Dos resultados obtidos até o momento 0s
mais consistentes referem-se a criacdo de lar-
vas. Tanto na parte operacional (uso de bande-
jas, troca de agua, etc) como no que diz respei-
to ao desenvolvimento larvario a colénia € sa-
ticfatoria.

Em experimentos paralelos onde foram
acompanhados grupos de 100 larvas mantidas
individualmente, porém nas mesmas condi¢des
climaticas e de alimentac¢do da coldnia foi pos-
sivel medir o tempo de desenvolvimento larva-
rio bem como a mortalidade, pelo método de
determinacao do estadio mediano, como segue:

estadio duracido (dias) mortalidade (%)
[ 2,7 2,4
I 1,7 —
111 2,2 —_

v 4,
V (pupa) 1,
[-v 12

00 -1
N ) —

,0
,0
.1

O W L

’

Ainda que estes dados se refiram a larvas
mantidas isoladamente, portanto livres da com-
peti¢do cxistente nas bandejas, eles confirmam
a observac¢do diaria onde se constata reduzida
mortalidade de larvas.

A rac¢do ora em uso mostrou vantagens so-
bre aquela utilizada por CORREA® quanto ao
tempo de desenvolvimento larvario. Quanto a
mortalidade os dados sdo semelhantes.
Ressalta-se ainda que essa ragdo dispensa a
complementac¢do alimentar com leveduras, com
seus inconvenientes, e é feita a partir de produ-
tos facilmente encontrados no mercado.

Em vista dessas consideragdes, varias
adaptacoes estdo sendo feitas na metodologia
de manuten¢io da col6nia, sempre numa pers-
pectiva de simplificacdo tanto dos equipamen-
tos quanto das técnicas utilizadas.

SUMMARY

Maintenance of Anopheles darlingi, Root,
1926, in faboratory

The authors describe the installation and
the initial efforts to maintain Anopheles
darlingi laboratory colonies in Araraquara —
SP, as part of the Malaria Research Program —
SUCEN.

Based on other investigators’ suggestions
and on their own experience in the first six
months of work, the authors present some
modifications to the original methods of insect
rearing, described by CORREA in the 70°s. The
aim is to maintain insect colonies, using simple
techniques and equipment.

Information on larval and adult feeding,
duration of larval instars, insect mortality and
mating are provided.
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