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CULTIVO DE FLEBOTOMINEOS EM LABORATORIO: REMOCAO E
TRANSFERENCIA DE OVOS E EFEITOS DA MATURACAO DO ALIMENTO
NA ELIMINACAO DE HIFAS FUNGICAS PARA MAIOR SUCESSO NA
EMERGENCIA
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Estudos de competéncia vetorial para Leishmania spp. demandam grande
guantidade de fémeas de flebotomineos obtidas de cultivo em laboratorio.
Entretanto, o cultivo de seus imaturos apresenta desafios, devido a danos e
traumas aos ovos e a mortalidade elevada na fase larval inicial associada as
hifas fungicas, que se aderem as suas cerdas caudais, impedindo-as de
forragear adequadamente. Fémeas de flebotomineos pdem seus ovos
isoladamente ou em pequenos conjuntos sobre o substrato Umido, onde
permanecem aderidos por substancia secretada pelas glandulas acessoérias.
Os ovos apresentam pouca resisténcia a dessecacdo para o desenvolvimento
embrionéario adequado, e quando manipulados no fim do periodo de incubacéo,
nao ha eclosao de larvas. Este trabalho teve o intuito de relatar procedimentos
laboratoriais visando melhorar a eficiéncia do cultivo de Phlebotominae e



aumentar a taxa de emergéncia. Espécimes selvagens de flebotomineos foram
coletados em fragmentos florestais e cavernas no estado de Mato Grosso do
Sul, para obtencdo de progénies de Nyssomyia whitmani, Evandromyia
corumbaensis e Lutzomyia almerioi. Para postura dos ovos, utilizamos tubos de
polietileno tendo como substrato de fundo uma camada de gesso pedra creme
para umidade do microambiente e em sua tampa plastica foi feito um furo em
seu meio coberto com tela de nailon fixa. Em cima desta abertura, foram
adicionados pequenos cubos de macad para serem utilizados como fonte de
carboidrato para as fémeas. A oviposicdo ocorreu na parede do tubo e na
camada de gesso umido do fundo do frasco. Em média, 30 ovos/tubo foram
extraidos nos dois primeiros dias apds a oviposi¢do. Inicialmente, usamos
pipeta de vidro e agua como meio de transferéncia dos ovos, que demandou
cerca de cinco minutos/tubo e houve perdas elevadas na ecloséo. Para reduzir
danos aos ovos, testamos duas técnicas alternativas: 1- usamos pincel fino
apenas para desgrudar os ovos do substrato; entdo pegavamos o tubo e com
sua abertura dirigida para o interior da placa de cultivo eram dadas pequenas
batidas com a base de uma pinc¢a na superficie externa de seu fundo para que
0S 0VO0s caissem; esse procedimento demorou cerca de um minuto. 2- com um
pincel fino e umedecido os ovos foram removidos e transferidos para o
substrato da placa, que demorou aproximadamente trés minutos. Na técnica 1
0S 0vOs caiam por acaso em qualquer superficie da placa de cultivo, ja na 2, foi
possivel adicionar os ovos em apenas um quadrante e o alimento, nos outros
trés quadrantes da placa. A reducédo da mortalidade em L1 foi solucionada pela
adicdo de alimento maturado por um periodo de 30 dias antes da inclusdo dos
ovos. A adocéo de procedimentos alternativos e mais eficientes permitiu reduzir
o tempo de remocéao e transferéncia de ovos, resultando em elevada taxa de
ovos férteis, e a eliminacdo de hifas fungicas aumentou a disponibilidade de
fémeas, e foram fundamentais para demonstrar a competéncia vetorial de Ny.
whitmani, Ev. corumbaensis e Lu. almerioi para Leishmania (Leishmania)
amazonensis.
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