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“Learn from yesterday, live for today, hope for tomorrow. The important thing
is not to stop questioning.”

(Albert Einstein)



SOUZA, Raquel Lima. Monitoramento ambiental e entomolégico em fragmento de Mata
Atlantica e em uma comunidade urbana de Salvador, Brasil. 110 f. il. Tese (Doutorado em
Biotecnologia em Satde e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz, Fundagao
Oswaldo Cruz, Salvador, 2021.

RESUMO

INTRODUCAO: No Brasil, os virus da dengue (DENV), Zika (ZIKV) e chikungunya
(CHIKYV) co-circulam desde 2015 e, entre 2016 e 2018, o pais enfrentou os piores surtos da
Febre Amarela Silvestre (FAS) desde a década de 1940. Estudos ambientais e entomologicos
com uso de dados primarios podem ajudar na identificacdo de caracteristicas ambientais e
ecoldgicas que contribuem para proliferacao de vetores de arbovirus. Neste estudo, realizamos
um extenso monitoramento ambiental e entomoldgico em um fragmento de Mata Atlantica e
em uma comunidade urbana de Salvador. OBJETIVO: Realizar investigagdes ambientais e
entomoldgicas em um fragmento urbano de Mata Atlantica e em uma comunidade urbana de
Salvador para investigar caracteristicas ambientais e ecoldgicas que contribuem para
proliferacio de vetores de arbovirus. METODOS: Entre maio e agosto de 2018, mosquitos
adultos foram coletados usando o método de atracdo humana protegida e esclarecida e
armadilhas luminosas do tipo CDC (solo e copa) no fragmento de mata existente no Parque da
Cidade. Foram amostrados 30 pontos de coleta: 8 em areas de floresta de restinga e 22 em
floresta ombrofila densa. Entre setembro de 2019 a abril de 2021, realizamos quatro ciclos de
coleta na area privada (domicilios sorteados) e area publica (ex: ruas, pracas, bocas de lobo
etc), em uma area de Pau da Lima. As inspe¢des consistiram em caracteriza¢do de criadouros;
coleta de imaturos, aspiragdo de mosquitos adultos, e instalacdo de ovitrampas. RT-PCR para
DENV, ZIKV e CHIKYV, foi realizado em pools de espécimes fémeas de Ae. aegypti coletados
na comunidade. RESULTADOS: No Parque da Cidade, coletamos um total de 11.914
mosquitos. As espécies mais abundantes coletadas por CDC foram Culex quinquefasciatus,
Limatus spp. e Wyeomyia spp., enquanto por atracdo humana foram Cx. quinquefasciatus, Wy.
spp. € Ae. albopictus. A diversidade de mosquitos foi maior em floresta de restinga comparada
com floresta ombrofila densa. Em Pau da Lima, identificamos 316 e 186 potenciais criadouros
nas areas privada e publica respectivamente. Destes, 18 (5,7%) e 7 (3,7%) com Ae. aegypti
imaturos, respectivamente. Criadouros sem cobertura, cercados por vegetacdo e contendo
acumulo de matéria organica (visivel) na dgua foram significativamente associados a presenca
do Ae. aegypti imaturo, assim como os domicilios que possuiam reservatorios de agua. Nao
detectamos hotspots do Ae. aegypti através do uso de indices entomoldgicos baseados em
imaturos, ovos ou adultos. Nenhum dos pools testados foi positivo. CONCLUSOES: Nossos
achados demonstram que fragmentos florestais dentro de parques urbanos podem oferecer
oportunidades de transmissdo de virus de mosquitos para humanos, bem como comunidades
urbanas em situa¢do de vulnerabilidade social, apresentam caracteristicas importantes que
contribuem para a proliferacdo do Ae. aegypti. Assim, sdo necessarios levantamentos
ambientais e entomoldgicos periddicos para determinar o risco de transmissdo de arbovirus
nesses ambientes.

Palavras-chaves: Arboviroses. Culicidae. Aedes aegypti. Levantamento entomoldgico.
Indices de infestagao.



SOUZA, Raquel Lima. Environmental and entomological monitoring in a fragment of
Atlantic Forest and in an urban community in Salvador, Brazil. 108 f. il. Tese (Doutorado
em Biotecnologia em Satde e Medicina Investigativa) - Instituto Gongalo Moniz, Fundagao
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ABSTRACT

INTRODUCTION: In Brazil, dengue (DENV), Zika (ZIKV) and chikungunya (CHIKV) co-
circulate since 2015 and, between 2016 and 2018, Brazil faced the worst outbreaks of Sylvatic
Yellow Fever (SYF) since the 1940’s. Environmental and entomological studies using primary
data may be helpful to identify environmental and ecological characteristics that contribute to
the proliferation of arbovirus vectors. In this study, we performed a comprehensive
environmental and entomological monitoring in an Atlantic Forest fragment and in an urban
community in Salvador. AIM: Carry out environmental and entomological investigations in an
Atlantic Forest fragment and in an urban community in Salvador to investigate environmental
and ecological characteristics that contribute to the proliferation of arbovirus vectors.
METHODS: Between May and August 2018, adult mosquitoes were collected using the
human attraction method and CO2-baited light traps (ground and canopy) in the Atlantic Forest
fragment within the City Park. It was sampled 30 collection points: 8§ in restinga forest area and
22 in dense rainforest area. Between September 2019 and April 2021, we conducted four survey
cycles in the private area (selected households) and in the public area (i.e., streets, squares,
storm drains, etc.), in an area of Pau da Lima. The surveys included characterization of breeding
sites; immatures collection, collecting adult vectors, and installing ovitraps. Pools of female Ae.
aegypti adult mosquitoes underwent RT-PCR for DENV, ZIKV, and CHIKV. RESULTS: In
the City Park, we collected a total of 11,914 mosquitoes. The most abundant species collected
by CDC were Culex quinquefasciatus, Limatus spp., and Wyeomyia spp., while by human
attraction Cx. quinquefasciatus, Wy. spp., and Ae. albopictus were captured most often. The
diversity of mosquitoes was greater in the park area with restinga forest compared to dense
rainforest areas. In Pau da Lima, 316 potential breeding sites were found within the households
and 186 in the public space. Of them, 18 (5.7%) and 7 (3.7%) harbored Ae. aegypti immatures,
respectively. Breeding sites without covering, surrounded by vegetation, and containing
accumulation of organic matter (visible) in the water were significantly associated with the
presence of Ae. aegypti immatures, as was the households that had water storage containers.
We did not detect Ae. aegypti hotspots through the use of immature-, egg-, or adult-based
entomological indices. None of the tested pools were positive. CONCLUSIONS: Our findings
showed that forest fragments within urban parks can offer opportunities for transmission of
viruses from mosquitoes to humans as well as urban communities in social vulnerability
situation, presents important characteristics that contribute to the proliferation of the Ae.
aegypti. So periodic environmental and entomological surveys to determine the risk of
arbovirus transmission in these settings are warranted.

Keywords: Arboviruses. Culicidae. Aedes aegypti. Entomological survey. Infestation indices.
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1 INTRODUCAO

Infeccdes por arbovirus constituem um problema mundial de saide publica
(MARCONDES; XIMENES, 2016). O virus da dengue (DENV) ¢ o arbovirus mais comum
no mundo, com mais de 128 paises com evidéncia de transmissdo endémica do virus e
aproximadamente 4 bilhdes de pessoas morando em éreas de risco de transmissdo do DENV
(RAAFAT; BLACKSELL; MAUDE, 2019; WHO, 2019). No Brasil, além do DENV, outros
arbovirus também tem causado preocupagdo as autoridades de saude, como o virus Zika
(ZIKV), que foi identificado no pais em 2015 e estd associado a complicagdes como a sindrome
de Guillain-Barré e a sindrome da Zika congénita (CARDOSO et al., 2015; COSTA et al.,
2016) e o virus Chikungunya (CHIKV) que foi registrado pela primeira vez no pais em 2014,
e ao longo deste ano, foram confirmados 2.772 casos no Brasil, 1.214 dos quais no estado da
Bahia (CARDOSO; CAMARA, 2015). Desde entdo esse trés arbovirus tem circulado
simultaneamente no pais.

Além da co-circulagdo do DENV, ZIKV e CHIKYV, entre o final de 2016 ¢ meados de
2018, o Brasil enfrentou os piores surtos e epizootias do ciclo silvestre do virus da febre amarela
(YFV) desde a década de 1940 (POSSAS et al., 2018). O YFV se espalhou em duas ondas,
afetando principalmente a regido Sudeste. Na primeira onda, entre dezembro de 2016 e junho
de 2017, o Brasil registrou 778 casos humanos (incluindo 262 o6bitos), com epizootias
associadas a pelo menos 1.655 primatas ndo humanos (PNH) mortos (PAHO/WHO, 2018).
Durante a segunda onda, entre o final de 2017 e junho de 2018, foram registrados 1.376 casos
humanos (incluindo 438 mortes) e 864 mortes entre PNH (PAHO/WHO, 2018).

No Brasil, o Aedes aegypti (Linnaenus, 1762) € o principal vetor do DENV,
ZIKV e CHIKV e um vetor competente na transmissao do YFV. Embora ndo ha registro do
ciclo urbano da febre amarela no Brasil desde 1942, a expansao da transmissdo do YFV em seu
ciclo silvestre fora da Regido Amazonica e proxima a grandes centros urbanos onde ha alta
densidade de infestagdo do Ae. aegypti, causa preocupagdo as autoridades de satide sobre o
risco de reurbaniza¢do da doenga (CAVALCANTE; TAUIL, 2017). Além disso, remanescentes
florestais dentro de grandes centros urbanos ou proximos a estes, apresentam um cenario ideal
para o ressurgimento da Febre Amarela Urbana (FAU) devido a mobilidade humana de uma
area a outra e devido a interacdo entre humanos e vetores possivelmente infectados pelo YFV
(POSSAS et al., 2018). Além do risco de reurbanizacao da Febre Amarela (FA), remanescentes
florestais urbanos também oferecem o risco de ocorréncia de novos ciclos enzodticos

(silvestres) do DENV, ZIKV e CHIKYV devido a possibilidade de abrigar mosquitos vetores e
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sua aproximacdo a epicentros para epidemias desses arbovirus bem como sua aproximacgado
coma populacdo humana (ALTHOUSE et al., 2016; TERZIAN et al., 2018; WEAVER, 2013).

Apesar da importancia dos fragmentos de mata localizados proximos a (ou dentro de)
comunidades urbanas, o conhecimento sobre a diversidade de mosquitos nesses locais no Brasil
¢ escasso. Os recentes surtos e epizootias do YFV no Brasil e a deteccdo da transmissdo do
virus entre PNH que habitam grandes centros urbanos como Salvador (PAPLOSKI et al., 2017),
reforcam a necessidade de inventérios de Culicideos em fragmentos florestais urbanos. Estes,
por sua vez, serdo usados para informar sobre a ecologia e biologia dos mosquitos nesses locais,
podendo ajudar a entender sobre o papel dos diferentes ecossistemas na producio de vetores
importantes para a satide publica. Esse tipo de levantamento pode ser Util para monitorar o risco
de encontros entre vetores infectados por virus e humanos. Esse conhecimento ¢ essencial para
orientar as estratégias de vigilancia para prevencao da transmissdo do YFV e outros arbovirus.

Em relacdo a ecologia do Ae. aegypti, embora este mosquito seja encontrado também
em areas de vegetacdo, ¢ uma espécie bem adaptada a ambientes antropizados. As fémeas
geralmente depositam seus ovos em locais artificiais como por exemplo pneus, latas, caixa
d’agua, vasos de planta, entre outros. A positividade (presenca de larvas/pupas) e produtividade
desses criadouros (nimero de larvas/pupas) variam de acordo com as caracteristicas dos
mesmos ¢ de acordo com o local onde se encontram (MARTINS et al., 2010; NGUGI et al.,
2017; NGUGI et al., 2017) em um estudo realizado em Quénia, Africa, de junho de 2014 a
maio de 2016, demonstraram que ha uma diferenca significativa entre a produtividade de
criadouros encontrados no peridomicilio e intradomicilio indicando que o Ae. aegypti tem
preferéncia pela area externa, mesmo quando héd disponibilidade de criadouros dentro dos
domicilios (NGUGTI et al., 2017). Esses achados sugerem uma tendéncia do Ae. aegypti em se
reproduzir nas areas externas, o que pode ter implicagdes epidemiologicamente importantes nas
acoes de controle deste vetor.

Além da localizagdo do criadouro, caracteristicas socioambientais também podem
influenciar na positividade ou produtividade dos criadouros. Em é4reas onde o abastecimento de
agua ¢ irregular e consequentemente o armazenamento de d4gua em recipientes ou reservatorios
¢ necessario para manutengdo das atividades diarias da comunidade, reservatorios como caixa
d’agua, tonel, tanque, cisterna, por exemplo, podem representar importantes locais de
reproducdo desses vetores. Por outro lado, areas onde ndo héa necessidade de armazenar agua
ou esse armazenamento ¢ feito em recipientes fechados, outros criadouros como ralos, vasos de
plantas, recipientes plasticos, podem apresentar uma maior produtividade de imaturos de Ae.

aegypti (DUARTE et al., 2013; NGUGI et al., 2017). O primeiro cenario ¢ comum em
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comunidades urbanas em situagdo de vulnerabilidade socioeconomica. Essas comunidades
geralmente apresentam esse tipo de deficiéncia sanitaria. Além do abastecimento de agua
irregular, essas areas carecem de condi¢des de habitagdo e saneamento basico adequado,
apresentando uma superlotacdo dos domicilios, acumulo de agua de forma inadequada e
descarte dos residuos solidos de forma inconveniente. Esses fatores somados a falta de
informagdo sobre os riscos de transmissdo de arbovirus, torna essas areas mais vulneraveis as
epidemias de arboviroses, uma vez que, essas comunidades urbanas oferecem maiores
possibilidades para a proliferacdo do Ae. aegypti.

O Aedes albopictus (Skuse, 1894) ¢ considerado um vetor secundario do DENV, ZIKV
e CHIKYV no pais e, ao contrario do Ae. aegypti, as fémeas dessa espécie geralmente depositam
seus ovos em criadouros naturais onde ha vegetacdo. No entanto, ha evidéncias de domiciliagdo
(processo pelo qual as espécies ocupam nichos em ambientes antropicos para alimentacao,
abrigo e até reproducdo) do Ae. albopictus, e o mesmo tem se adaptado bem as areas urbanas e
suburbanas (AYLLON et al., 2018; DELLA TORRE et al., 2012; WU et al., 2010). Um estudo
realizado em uma comunidade urbana do Rio de Janeiro, Brasil, de fevereiro de 2014 a abril de
2017, demonstrou que 86,4% dos Ae. albopictus coletados, foram encontrados em locais
favoraveis a ocorréncia do Ae. aegypti e que ha uma sobreposicao de nichos entre essas duas
espécies e, portanto, uma tendéncia de competigio pelos locais de reprodugio (AYLLON et al.,
2018). Em outro estudo realizado na China, de maio a novembro de 2013, foi observado que a
taxa de positividade de Ae. albopictus e a densidade do mesmo foi significativamente maior em
areas urbanas quando comparadas com areas suburbanas e rurais (LI et al., 2014). A ocupagdo
dessa espécie nos dois tipos de ambientes, silvestre e urbano, pode possibilitar o carreamento
de virus de um local para outro, aumentando o risco de transmissdo de arbovirus entre humanos
e PNH.

Alguns estudos tém demonstrado que, diante de situagdes de ameaga, o Ae. aegypti € 0
Ae. albopictus, possuem capacidade de colonizar criadouros alternativos e ndo tradicionais
como ralos, caneletas, estruturas de escoamento de dgua pluvial, como bocas de lobo, entre
outros, criadouros que podem ser encontrados tanto na area privada quanto na area publica e
que ndo sdo habitualmente considerados pelos programas de controle de vetores quando
encontrados em area nao residenciais (DELLA TORRE et al., 2012; MANRIQUE-SAIDE et
al., 2013; PAPLOSKI et al., 2016) . BAAK-BAAK et al. (2014), no Mérida, México, de
novembro de 2011 a junho de 2013, avaliaram a composi¢ao de espécies e a abundancia de
imaturos de mosquitos em diferentes tipos de criadouros encontrados em residéncias e também

em bocas de lobo, e demonstraram que os imaturos de Ae. aegypti foram mais abundantes em
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bocas de lobo do que em areas residenciais (BAAK-BAAK et al., 2014). Esses achados chamam
a atencdo para importancia do monitoramento sistemdtico e regular de possiveis locais de
reproducdo de mosquitos, considerando tanto as areas domiciliares como areas publicas.

No Brasil, como parte do programa de controle da dengue, o Ministério da Satide (MS)
implantou métodos de Levantamento Rapido de Indices para Ae. aegypti (LIRAa), porém esse
método de levantamento apresenta algumas lacunas. O método aplicado no LIRAa ndo leva
em considera¢do o estagio adulto do mosquito o qual, constitui o estagio diretamente envolvido
na transmissao de arbovirus nem o estagio de pupa o qual apresenta maior taxa de sobrevivéncia
quando comparado ao estagio larval. Além disso, as coletas de dados referentes aos recipientes
com agua (potenciais criadouros), sdo realizadas em areas domiciliares ndo considerando as
areas publicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). O Ae. aegypti pode se reproduzir em areas
nao domiciliares ¢ ainda assim, o adulto ser encontrado dentro das residéncias. Geralmente isso
se dd porque o mosquito adulto pode buscar abrigo e, no caso das fémeas, alimentagdo
sanguinea nos domicilios. Sendo assim, a falta de mensuracdo da quantidade de adultos ou
pupas de mosquitos bem como a ndo inclusdo de dados referentes a potenciais criadouros
encontrados nas areas publicas no levantamento de indices para o Ae. aegypti, representam uma
fragilidade da Vigilancia Entomoldgica.

A avaliagdo da infestacdo do Ae. aegypti baseado em oviposicao das fémeas, também
pode contribuir para estimar a densidade desses vetores em uma determinada area. Em situagdes
em que nao sdo encontrados os focos larvais, as armadilhas de oviposi¢ao (ovitrampas) podem
ser utilizadas como estratégia para atrair as fémeas de mosquitos de um local (CARDENA et
al.,2019; CARVALHO et al., 2002; MORATO et al., 2005; ZARA et al., 2016). Apesar de ndo
existir um consenso sobre qual indicador entomolégico pode predizer melhor o risco de
transmissdo de arbovirus, alguns estudos t€ém demostrado que o uso de ovitrampas pode ser o
indicador mais sensivel para predizer a presenga do mosquito adulto do que os métodos de
coletas diretas de imaturos (ROMERO-VIVAS, CLAUDIA M. E. FALCONAR, 2005). Em
um estudo realizado em Mérida, México, entre junho e setembro de 2003, foi demonstrado uma
forte associacdo entre a positividade de ovitrampa e a presenca da fémea de Ae. aegypti dentro
de casa (MANRIQUE-SAIDE et al., 2014).

Em sumario, o uso de diferentes métodos e indicadores para mensurar a infestagdo por
Ae. aegypti, pode ser mais robusto do que a ado¢do de uma tUnica estratégia e seus resultados
em conjunto podem gerar uma melhor avaliacdo dos niveis de infestagdo em uma area urbana.
Como resultado, esses dados podem ser usados na identificagdo de areas mais vulneraveis a

transmissdo de arbovirus durante uma vigilancia entomoldgica. Adicionalmente, alguns estudos
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apoiam a ideia de que a distribuicao espacial do Ae. aegypti no ambiente ¢ heterogénea e que
algumas areas apresentam maior probabilidade de produzir o mosquito do que outras, o que sdo
chamados de hotspots vetoriais (GETIS etal.,2010; LACON et al., 2014; OLANRATMANEE
etal.,2013; PADMANABHA etal.,2012; SCHNEIDER et al., 2004). Dado essa produtividade
diferencial, identificar a ocorréncia de hotspots vetoriais, pode ser mais uma ferramenta util
para direcionar ag¢des de controle de vetores de arbovirus.

Diante do insucesso das estratégias de controle vetorial e do desafio no controle da
transmissdo de arbovirus no Brasil, enfatizamos a importancia das pesquisas ambientais e
entomoldgicas perioddicas tanto em areas urbanas como em fragmentos florestais proximos a
habitagdes humanas. Essas pesquisas, principalmente com uso de dados primarios, podem
ajudar na detegdo de vetores de arbovirus, identificacdo de caracteristicas ambientais e
ecolodgicas que contribuem para proliferacdo desses vetores e identificacdo de areas mais
vulneraveis a transmissdo de arbovirus durante uma vigilancia entomoldgica . Neste estudo,
realizamos um extenso monitoramento ambiental e entomoldgico em um fragmento de Mata

Atlantica e em uma comunidade urbana de Salvador.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NOCOES GERAIS SOBRE ARBOVIRUS

Os arbovirus (do termo Arthropod-borne virus) sdo virus mantidos na natureza através
de um ciclo entre hospedeiros vertebrados suscetiveis e artropodes hematdfagos ou através de
um ciclo intra-artropode pela via transovariana (transmitido da fémea infectada para a prole)
e/ou por via sexual (transmitido através da copula). Em um periodo que vai de 8 a 12 dias os
arbovirus podem se multiplicar nos tecidos dos artropodes hematofagos (periodo de incubagdo
extrinseco) e através da picada desses insetos, podem ser transmitidos, para outros vertebrados
suscetiveis (WHO, 1985).

Os arbovirus, na sua maioria absoluta, sdo virus de RNA (exceto o virus da Febre Suina
Africana) e podem ser reunidos em diferentes grupos (CRUZ; VASCONCELOS, 2008). Estima-
se que existam mais de 545 espécies de arbovirus no mundo, porém, os que sdo patogénicos ao
homem pertencem as familias: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e
Rhabdoviridae. Dentre os arbovirus emergentes e reemergentes no Brasil destacam-se os da
familia Flaviviridae: virus da dengue (DENV), Oeste do Nilo (WNV), Ilheus (ILHV), Zika
(ZIKV), e Febre Amarela (YFV); da familia Togaviridae: virus Chikungunya (CHIKV) e
Mayaro (MAYV); e da familia Bunyaviridae: Virus Oropouche (OROV) (LOPES; LINHARES;
NOZAWA, 2014).

As manifestacdes clinicas das arboviroses nos seres humanos podem variar desde doenca
febril leve e indiferenciada a sindromes neurologicas e hemorragicas graves. A doenca febril
geralmente se manifesta por febre, cefaleia, dor retro-orbital, artralgia e mialgia. A sindrome
neurologica pode ser representada por mielite, meningite e/ou encefalite, com mudangas de
comportamento, paralisia, paresia, convulsdes e problemas de coordenag¢do. E por fim a
sindrome hemorragica pode ser evidenciada pelas petéquias, hemorragia e choque, combinado
com uma reducdo intensa na contagem de plaquetas (RITA et al., 2017; SECRETARIA DA
SAUDE, 2019).

As arboviroses representam um grande desafio a satde publica devido a complexa
interacdo que existe entre hospedeiro, vetor e ambiente, bem como as mudangas climaticas e
ambientais que favorecem a amplificag@o e transmissdo viral. Devido a diversidade de fatores
que estdo envolvidos na transmissdo dos arbovirus, ¢ necessario o melhor entendimento da

biologia dos arbovirus bem como sua interacdo com o meio ambiente.
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2.2 PRINCIPAIS ARBOVIROSES NO BRASIL

2.2.1 Dengue

O virus da dengue ¢ o arbovirus mais comum no Brasil. Desde 1846, ha relatos de
epidemias de dengue no pais, quando em Sdo Paulo e Rio de Janeiro foram relatados os
primeiros casos entre 1846 e 1853 (BARRETO; TEIXEIRA, 2008). O DENV ¢ representado
por 4 sorotipos, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 e atualmente no Brasil ha circulagao
de todos esses sorotipos. Em 1982 houve a primeira evidéncia de ocorréncia de epidemia
causada pelo DENV, quando foram isolados os sorotipos DENV-1 ¢ DENV-4 em Boa Vista,
Roraima. Neste periodo, um inquérito sorologico revelou 11 mil infecgdes pelo DENV
(OSANAL, 1984). A introducao do sorotipo DENV-2 se deu em 1990 em Nova Iguagu, quando
houve um aumento significativo nos casos de dengue no pais. A entrada do DENV-2 resultou
nos primeiros relatos de febre hemorragica de dengue no Brasil, quando foram confirmados
462 casos e oito obitos (NOGUEIRA et al., 1990). S6 em 2001 foi confirmada a introducao do
sorotipo DENV-3 e em 2002 esse sorotipo foi responsavel pela epidemia no Brasil que resultou
em 800 mil casos de dengue o que representou quase 80% dos casos no continente americano
(BARRETO; TEIXEIRA, 2008); No século 21, o pais passou ocupar a primeira posi¢do no
ranking mundial de casos reportados de dengue, com uma incidéncia variando de 63.2 (2004)
a429.9 casos (2010) por 100,000 habitantes (TEIXEIRA, 2012).

O DENV ¢ transmitido por vetores dos géneros Aedes sendo o Ae. aegyppti seu principal
vetor € o Ae. albopictus, um vetor secundario dessa arbovirose (FUNASA, 2002). A
transmissdo da dengue no Brasil se d4 através de um ciclo urbano que ocorre entre o homem e
o vetor. O mosquito infectado através da sua picada, ¢ capaz de transmitir o virus apds 8 a 12
dias de incubagdo. A maior parte das infec¢des pelo DENV sdo assintomadticas, no entanto, a
infeccdo pode causar casos com sintomatologia branda até quadros mais graves podendo
evoluir para obito (MINISTERIO DA SAUDE, 2016; MONTOYA et al., 2012).

Nas formas mais brandas da doencga, o quadro clinico pode variar entre febre alta,
mialgia, cefaleia, artralgia, dor retroorbital, nduseas, vomitos e exantema. As formas graves da
doenga podem manifestar-se com extravasamento de plasma, levando ao choque ou acumulo
de liquidos com desconforto respiratorio, sangramento grave ou sinais de disfun¢do organica
como o coragio, os pulmdes, os rins, o figado e o sistema nervoso central (SNC) (MINISTERIO

DA SAUDE, 2016). A co-circulagdo dos quatro sorotipos da dengue somada a falta de vacina
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e a capacidade de expansdo e adaptacdo dos mosquitos Aedes faz com que a dengue continue

sendo um problema de satide no Brasil.

2.2.2 Chikungunya

O virus chikungunya ¢ um Alphavirus que pertence a familia Togaviridae. O CHIKV
foi isolado pela primeira vez em 1952/1953 durante epidemias na Tanzénia e Mogambique
(ROSS, 1956). O primeiro caso de transmissdo autoctone do CHIKV foi registrado nas
Américas no final de 2013 na regido do Caribe e s6 no final de 2014 que foram registrados os
primeiros casos de chinkungunya nos paises da América do Sul como Guiana Francesa,
Venezuela, Colombia, Suriname, Paraguai e Brasil. No Brasil, casos autdctones de
chikungunya foram confirmados em setembro de 2014 em Feira de Santana e no municipio de
Oiapoque, Amapa (norte do Brasil na fronteira com a Guiana Francesa) (TEIXEIRA et al.,
2015)

No Brasil a transmissdo do CHIKV se da através de ciclos urbanos que envolve
humanos e vetores do género Aedes. Assim como na transmissao do DENV, o 4e. aegypti ¢ o
principal vetor da doenca no pais (XAVIER, 2019). Infec¢des pelo CHIKV pode resultar em
sindrome febril subita e debilitante, sendo marcada pela presenca de artralgia em 80% dos
infectados, o que pode durar meses ou até mesmo anos. O quadro articular cronico pode causar
impactos economicos por afetar diretamente a produtividade devido ao estado debilitado dos
doentes (CARDOSO; CAMARA, 2015).

O Brasil apresenta um cenario favoravel para ocorréncia de grandes epidemias de
chikungunya. O maior periodo de viremia comparado a dengue (até 8 dias depois do inicio da
febre), a suscetibilidade de grande parte da populagdo humana, e a extensao territorial do pais,
sdo fatores que favorecem a ocorréncia de grandes epidemias do CHIKV. Além disso, a
capacidade de outros vetores de transmitir o CHIKV como o Ae. albopictus por exemplo e co-
circulagdo com outros arbovirus, dificultam a prevencdo e o controle dessa doenca e causa

grande preocupagio a satide publica (CARDOSO; CAMARA, 2015).
2.2.3 Zika
O virus Zika foi isolado pela primeira vez em macacos rhesus na Floresta Zika, Uganda

em 1947 e foi isolado pela primeira vez em humanos na Nigéria embora outros paises africanos

também tenham reportado casos de Zika na mesma época (MOORE et al., 1975). No Brasil os
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primeiros casos autoctones de Zika foram confirmados em 2015, sendo os estados da Bahia e
Rio Grande do Norte os primeiros a reportarem casos da doenga (CAMPOS; BANDEIRA;
SARDI, 2015; CARDOSO et al., 2015; ZANLUCA et al., 2015)

A transmissdo do ZIKV se da principalmente pela picada do mosquito Ae. aegypti
entretanto, existem evidéncias de transmissdo perinatal e sexual (DASTI, 2016; SAKKAS et
al., 2018). A maioria das infec¢des por ZIKV permanecem assintomadticas apresentando
sintomas em menos de 20% dos individuos infectados os quais podem manifestar febre, erup¢ao
cutanea maculopapular, conjuntivite e artralgia (DASTI, 2016). Embora a doenga possa evoluir
de forma branda, ha relatos de complica¢des neuroldgicas associadas a infeccao pelo ZIKV,
como a sindrome de Guillain-Barré e casos de sindrome da Zika congénita em recém-nascidos
(BLAZQUEZ; SAIZ, 2016; NOBREGA et al., 2018). Em novembro de 2015 o Ministério da
Satde (MS) confirmou a associagdo entre infeccdo pelo ZIKV e ocorréncia de sindrome da
Zika congénita (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

A transmissdao do ZIKV no pais simultaneamente com o DENV e CHIKYV, dificulta o
diagnostico preciso, o que exige o uso e padronizagdo de critérios mais sensiveis e especificos
para defini¢es de casos suspeitos, visando evitar erros de notificagdo e distor¢des na andlise
do comportamento de cada arbovirus. A transmissdo desses trés arbovirus pelo mesmo vetor,
o Ae. aegypti, o qual ¢ abundante nas regides tropicais e subtropicais, representa um desafio

para o enfrentamento das arboviroses.

2.2.4 Febre Amarela

O virus da Febre Amarela (YFV) ¢ um Flavivirus que circula através de dois ciclos
epidemiologicamente distintos: ciclo silvestre e ciclo urbano. Esses ciclos se assemelham
quanto aos aspectos etioldgico, fisiopatologico, imunoldgico e clinico. Todavia, diferenciam-
se no que diz respeito aos hospedeiros, vetores e a sua distribuicdo no espaco geografico
(FUNASA, 1999; MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Na forma silvestre, os Primatas Nao
Humanos (PNH) sdo os principais hospedeiros de amplificacao viral do YFV no Brasil, sendo
que os mais sensiveis ao virus sdo macacos do género Alouatta, Callithrix e Ateles apresentando
alta taxa de letalidade. Diversos mamiferos também sdo suscetiveis a infec¢do pelo YFV dos
quais se destacam os marsupiais e alguns roedores. O homem participa desse ciclo como
hospedeiro acidental ao entrar na mata ndo estando imune ao virus. Na forma urbana o homem

constitui o principal hospedeiro (FUNASA, 1999; MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
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Na Africa, espécies do género Aedes estio associadas a transmissdo do ciclo
silvestre, ao passo que nas Américas os mosquitos responsaveis pela infeccdo pertencem aos
géneros Haemagogus Williston, 1896 e Sabethes Robineau-Desvoidy, 1827. Na forma urbana,
o Ae. aegypti ¢ o disseminador da doenca nos dois continentes (FERNANDO, 2003;
VASCONCELOQS, 2003). Vale ressaltar que nas Américas, as Ultimas notificagdes de febre
amarela urbana ocorreram em Trinidad e Tobago, em 1954. Desde entdo, ndo existe registro da
doenca no continente. No Brasil, a doenga foi registrada pela ultima vez em Sena Madureira,
no Acre, em 1942. Na Africa, epidemias da enfermidade tém sido registradas nos ultimos 20
anos em Burkina-Faso e na Nigéria. (MINISTERIO DA SAUDE, 2003). Embora o Ae.
albopictus ja tenha sido encontrado infectado com o YFV, novos estudos devem ser feitos sobre
a possibilidade de estabelecimento do Ae. albopictus como vetor da doenca no pais
(INSTITUTO EVANDRO CHAGAS; SVS, 2018). Os mosquitos, além de serem
transmissores, sdo hospedeiros de manutengdo viral, assim, uma vez infectados, permanecem
por toda sua vida, mantendo o virus de forma silenciosa na natureza. J4 os macacos, assim
como o homem, ao se infectarem, morrem ou se curam sendo considerados hospedeiros de
amplificacdo do YFV (MONDET et al., 2002).

Atualmente, a Febre Amarela Silvestre (FAS) ¢ uma doenga endémica no Brasil
especialmente na regido amazonica, ja na regido extra-amazonica, periodos epidémicos sdo
registrados ocasionalmente, caracterizando a reemergéncia do virus no pais. O perfil de
transmissdo da FA tem mudado desde as ultimas décadas, sendo registradas transmissoes de
FA além dos limites da regido amazdnica. Neste periodo, casos humanos e/ou epizootias em
PNH registrados nos estados da Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e Rio Grande do Sul
representaram grande parte dos registros de FA, demonstrando que houve uma expansao da
area de circulagdo viral nos sentidos leste e sul do pais, afetando 4rea até entdo consideradas
“indenes”, onde ha décadas nio se tinha registro do virus (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
Mais recentemente, entre 2017 e 2018, o Brasil viveu o maior surto de FA do pais. A dispersao
do virus alcancgou a costa leste brasileira, na regido do bioma Mata Atlantica, que abriga uma
ampla diversidade de PNH e de potenciais vetores silvestres e onde o virus ndo era registrado
ha décadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Em Salvador foram registradas mortes de
PNH infectados pelo YFV em regides proximas a habitacdes humanas e durante as
investigagcdes entomologicas ndo foram encontrados os vetores silvestres da doenca, no
entanto foi detectada a presenga de mosquitos Aedes (PAPLOSKI et al., 2017). E importante

ressaltar que a circulagcdo do YFV no Brasil, est4 associada a ocorréncia do ciclo silvestre da
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doenca, porém, a ampla distribui¢do geografica e abundancia do vetor urbano, o Ae. aegypti,

no pais causa grande preocupacgao as autoridades devido ao risco de reurbanizagdo da FA.

2.3 NOCOES GERAIS SOBRE OS VETORES

Os vetores das arboviroses pertencem a classe Insecta, ordem Diptera e familia
Culicidae, e sdo conhecidos vulgarmente como mosquitos, pernilongos, murigcocas ou
carapands (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Segundo Consoli & Oliveira (1994), sdo
distinguidos dos demais dipteros por apresentarem escamas nas veias alares e as fémeas da
maioria das espécies possuem habitos hematofagos. O ciclo bioldgico dos culicideos apresenta
quatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto, sendo que as fases imaturas sdo aquaticas e os adultos
sdo alados (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). A duracdo de cada estagio pode variar, dependendo
essencialmente das condi¢des ambientais e do acesso ao alimento. O ciclo de vida dos
mosquitos desde ovo ao adulto, dura entre sete a 20 dias, o que varia principalmente de acordo
a temperatura (GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011).

Os ovos das fémeas adultas sdo depositados em corpos d’agua (pogas de agua da chuva
dentro ou fora da floresta, 4guas estagnadas, lagos, lagoas, igarapés, rios, etc.) de dimensdes
diferentes e ambientes variados, exceto ovos de certas espécies de Aedes; Haemagogus ¢
Psorophora Robineau-Desvoidy, 1827, que sdo postos em locais imidos e apresentam diapausa
(retencdo temporaria do desenvolvimento) sucedendo-se ao desenvolvimento embriondrio e
antecedendo a eclosdao (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). As larvas desenvolvem-se no mesmo
ambiente em que foram depositados os ovos, respirando sempre o oxigénio do ar, através de
um sifao respiratorio, exceto as larvas da subfamilia Anophelinae que ndo possuem sifao
respiratério, sendo que os espiraculos se abrem na superficie dos segmentos abdominais. Todas
as larvas de culicideos passam por quatro estigios evolutivos, sendo o ultimo destes o mais
longo. A larva de quarto estigio passa a fase de pupa, durante a qual ela ndo se alimenta e,
geralmente ap6s dois dias, se transforma em adulto. Este, por sua vez, ¢ alado, possui a genitalia
completamente formada e as fémeas realizam hematofagia por pungio. E o estagio adulto que
esta diretamente relacionado com a transmissao de arbovirus (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).
A subfamilia Culicinae compreende 10 tribos que retinem 38 géneros e cerca de 3.000 espécies,
sendo que no Brasil foram registradas 371 espécies (CAMARGO-NEVES et al., 2005),
inclusive as que participam do ciclo de transmissdo do DENV, CHIKV, ZIKV e YFV como o
Ae. aegypti e Ae. albopictus (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).
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O Ae. aegypti ¢ um mosquito originario da Africa e foi introduzido no Brasil durante o
periodo colonial. Por ser de grande importancia como vetor do YFV e o principal vetor da
dengue, esta espécie foi intensamente combatida no pais, sendo considerada erradicada em 1958
(BRAGA; VALLE, 2007b). No entanto, devido a ndo erradicagdo em paises vizinhos como
Guiana e Venezuela ocorreu a reintrodugdo em nosso pais a partir de 1967 sendo em seguida
eliminada. Em 1976, o Ae. aegypti ¢ mais uma vez reintroduzido no Brasil (NOBRE;
ANTEZANA; TAUIL, 1994). Atualmente, o Ae. aegypti encontra-se presente em todos os
estados (KRAEMER et al., 2015) e na Bahia, de acordo com dados da Secretaria de Saude do
Estado (SESAB), todos os municipios apresentam esse vetor (DIVEP, 2008).

O Ae. aegypti ¢ um mosquito urbano, encontrado em vilas e cidades geralmente ligados
ao domicilio e peridomicilio. Sdo altamente antropofilicos (preferéncia por sangue humano) e
possuem preferéncia por criadouros artificiais como pneus, latas, vasos de plantas e outros
objetos abandonados pelo homem e preenchidos por 4gua da chuva, pois ¢ logo apods o periodo
chuvoso que ha um aumento populacional desses mosquitos (BRAGA; VALLE, 2007b).
Embora os criadouros tipicos utilizados pelo Ae. aegypti sejam criadouros artificiais encontrados
no intra e peridomicilio, diversos estudos ja demonstram que este vetor tem se adaptado a
condi¢des ambientais adversas e que habitats subterraneos como valas, bocas de lobo e bueiros,
também podem ser usados como criadouros do Ae. aegypti e possivelmente outros criadouros
cripticos talvez ndo encontrados facilmente pelos programas de controle de vetores (LIMA et
al., 2016; MANRIQUE-SAIDE et al., 2013; MIAN; DHILLON; DODSON, 2017).

O Ae. albopictus tem origem da Asia e foi registrado pela primeira vez no Brasil em
1986, na regido sudeste do pais (provavelmente no Rio de Janeiro), trazido por meio do comércio
maritimo do minério de ferro entre essa area e o Japao (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994;
PANCETTI et al., 2015). Apds sua introducdo no pais houve uma acelerada expansdo dessa
espécie sendo que até 2014 foi detectada em 24 dos 27 estados brasileiros (PANCETTI et al.,
2015). O Ae. albopictus pode ser encontrado em area rurais, urbanas e periurbanas. Essa espécie
se reproduz preferencialmente em criadouros naturais como bambus, oco de arvores e folhas
caidas. Entretanto, esse mosquito tem demonstrado elevada capacidade de se reproduzir em
ambientes artificiais sem abandonar as areas de mata (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; GOMES
et al., 1999). No contexto da adaptacdo e dispersdo do Ae. albopictus faz-se necessario estudos
que visem entender os locais de reprodugdo desse vetor e como isso pode impactar na
transmissao de arboviroses.

O Culex quinquefasciatus Say, 1823 ¢ uma espécie cosmopolita e amplamente

distribuida nas areas tropicais e subtropicais do mundo. No Brasil essa espécie ocorre em todo o
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pais e sua abundancia ¢ altamente influenciada pela presenca do ser humano (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994; MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Essa espécie é capaz de se reproduzir em
diferentes tipos de criadouros, naturais ou artificiais, porém geralmente sdo encontrados em
criadouros artificiais localizados no solo os quais usualmente apresentam agua rica em matéria
organica em decomposicdo. Essa espécie apresenta habito predominantemente noturno e sao
intensamente atraidas pela luz artificial. As fémeas s3o altamente antropofilicas podendo
também se alimentar de outras fontes sanguineas como caes, gatos aves entre outros animais
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; MINISTERIO DA SAUDE, 2011). O Cx. quinquefasciatus
além de ser vetor de arbovirus no Brasil, também esta relacionado ao fator incomodo
principalmente devido a sua alta densidade nos domicilios e o habito de picar em periodos

noturnos.

2.3.1 Indices de infestacio

A presenga, distribui¢do e densidade dos vetores, sdo parametros fundamentais utilizados
pela vigilancia entomolégica. Os indices de infestagdo de vetores sdo medidas que mensuram a
densidade vetorial e sdo utilizados pelo sistema de vigilancia para estimar risco de transmissao
de arboviroses. Os indices de infestagdo podem mensurar a densidade de diferentes estagios do
mosquito como, ovo, larva, pupa e adultos. Os diferentes estagios do mosquito apresentam
ecologia distinta e, portanto, ¢ necessario o uso de diferentes metodologias no levantamento de

indices de infestagdo (GOMES, 1998).

2.3.2 indice relativo ao ovo

Os mosquitos do género Aedes geralmente depositam seus ovos nas paredes dos
recipientes contendo dgua. Para mensurar a densidade dos ovos desses vetores sdo utilizadas
armadilhas do tipo ovitrampas que constituem em um recipiente pléstico, preto, com boca larga
onde coloca-se uma palheta de madeira com fundo aspero na qual os mosquitos depositam seus
ovos. Esse recipiente ¢ parcialmente preenchido com agua da torneira ou 4gua com adigdo de
feno (GOMES, 1998). As ovitrampas sdo armadilhas altamente sensiveis e especificas para
coleta de ovos de Aedes (BRAGA; VALLE, 2007a; SILVA; LIMONGI, 2018). Geralmente o
tempo a instalagao e retirada da ovitrampa ¢ de 5-7 dias. Ap0s retirada da armadilha, os ovos das
palhetas sdo contados e eventualmente larvas presentes na dgua da ovitrampa também sdo

contadas. Os principais indices calculados a partir dessa metodologia sdo:
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indice de positividade de ovitrampa (IPO): porcentagem de armadilhas positivas.

IPO= N° armadilhas com ovos/N° armadilhas examinadas X100

indice de densidade dos ovos (IDO): niimero médio de ovos por armadilhas positivas.

IDO= N° total de ovos/ N° armadilhas positivas.

2.3.3 indice relativo a larva

Para medir infestagdo baseada no estdgio larval pode-se utilizar duas metodologias:
Coletar uma larva por recipiente ou coletar todas as larvas do recipiente. Se o objetivo for
calcular a frequéncia de casas positivas pode-se usar o primeiro método, porém se o objetivo for
calcular densidade larval deve-se aplicar o segundo método. No Brasil, o levantamento de Indice
Répido para o Ade. aegypti (LIRAa) ¢ uma metodologia que permite o conhecimento de forma
rapida, por amostragem, da quantidade de imoveis com a presenca de recipientes com larvas
desse vetor. O LIRA a utiliza uma metodologia preconizada pelo Ministério da Satide, em que
as localidades sdo divididas em estratos e estes, em quarteirdes. Os quarteirdes visitados sdo
sorteados e a inspe¢ao € realizada em 20% dos imdveis.

Durante as inspec¢des sdo identificados e examinados os depositos que apresentam
potencial para proliferacdo do vetor Ae. aegypti e aqueles com presencga de larvas, sdo removidos,
destruidos ou tratados. A presenca de larvas de Ae. aegypti em um recipiente, torna o deposito
positivo, consequentemente, o imovel também ¢ considerado positivo. O LIRAa ndo considera
a quantidade de larvas encontradas nos depositos positivos. Os dados coletados em campo e
processados em laboratorio sdo utilizados para a geragdo de indices larvarios, baseados na forma
imatura do mosquito, tais como Indice de Infestagdo Predial (IP), indice de Breteau (IB) e o
Indice por tipo de recipiente (ITR).

indice predial (IP): porcentagem de iméveis (edificios) positivos para larvas.

IP= N° de imoveis c/a presenca de larva em algum recipiente/ N° de imdveis inspecionados X
100. Vale ressaltar que esse indice ndo leva em conta o nimero de recipientes positivos por
imdvel nem a produtividade de cada recipiente.

indice de Breteau (IB): porcentagem dos recipientes positivos com larvas por grupo de

casas inspecionadas. E o indice mais comumente utilizado e leva em consideragdo a relagdo entre
o nimero de recipientes positivos e o numero de imdveis pesquisados. Este indice também ndo
considere a produtividade dos recipientes.

IB= N° de recipientes com larvas/ N° de casas inspecionadas X 100
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Indice por tipo de recipiente (ITR): E a relagdo (%) entre o nimero do tipo de recipiente

positivo e o nimero de recipientes positivos pesquisados (para larvas). Este indice ressalta a
importancia de determinado criadouro, dentre os positivos, e, consequentemente, indica a
necessidade de ado¢do de medidas especificas de controle.

IR= N° de recipientes positivos “X’’/ total de recipientes positivos X 100

indice de recipiente (IR): porcentagem de recipientes com agua que sdo positivos para

larvas.
IR=N° de recipientes com larvas/ N° de recipientes c¢/agua inspecionados X 100

Esse indice nos da a frequéncia de recipientes positivos sem se importar com a produtividade.

2.3.4 Indice relativo ao adulto

Para mensurar a densidade de adultos o método utilizado pode variar a depender do
objetivo e local de coleta. Geralmente na vigilancia de formas adultas aplica-se métodos de
atracdo humana com coleta por pugé/redes entomologicas, aspiradores portateis e armadilhas
luminosas (GOMES, 1998). Com base na fase adulta pode-se calcular:

Indice de densidade por casa: nimero de fémeas coletadas por casa.

indice da taxa de picadas: nimero de fémeas coletadas por homem/hora. Esse indice

geralmente ¢ utilizado no método da atragdo humana.

Na vigilancia epidemiologica os indices de infestagdo sdo utilizados como parametros
para estimar o risco de infec¢do por arbovirus. No controle da FA por exemplo, os indices sdao
utilizados da seguinte maneira: IB <5 = sem risco de FA/ IB > 5 com risco de FA; IP < 1% =
sem risco de FA/ IP > 1% com risco de FA; Indice de picada < 2 = sem risco de FA; Indice de
picada > 2 = com risco de FA (GOMES, 1998). Assim, nos locais onde forem encontradas taxas
de picadas superiores a dois por exemplo, considera-se como uma area de risco de transmissao
de FA. Consequentemente, se o objetivo for prevenir a FA, este indice deve ser mantido abaixo

de dois (GOMES, 1998).

2.4 CONTROLE DOS VETORES NO BRASIL

O controle dos vetores das arboviroses constitui um desafio para a satde publica no
Brasil. O crescimento desordenado das cidades somado a falta de saneamento basico como coleta
e destino inadequado de residuos so6lidos e o abastecimento de dgua irregular contribuem para

producdo de locais de reproducao do Aedes (ZARA et al., 2016). A presenca de criadouros desse
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vetor, no ambiente intradomiciliar e peridomiciliar, oferece condi¢des ideais para que os mesmos
se reproduzam, encontrem abrigo e alimento. Entretanto mesmo em condigdes adversas ou em
falta de criadouros tradicionais, esses vetores, tem se adaptado a diferentes ambientes, o que
torna ainda mais dificil o controle dos mesmos (LIMA et al., 2016; MANRIQUE-SAIDE et al.,
2013; MIAN; DHILLON; DODSON, 2017).

Diante do desafio de combater o Aedes aegypti, em 1996, o MS propde a criagdo do
primeiro programa para combate ao Ae. aegypti no Brasil, o Plano Diretor de Erradicacdo do
Aedes aegypti, (PEAa). Mesmo ndo atingindo seus objetivos, o PEAa, teve seus méritos ao
propor a necessidade de atuagao multissetorial e prever um modelo descentralizado de combate
a doenca, com a participagdo das trés esferas de governo, Federal, Estadual e Municipal.
Posteriormente, outros programas de combate ao Ae. aegypti foram criados como o Plano de
Intensificacdo das A¢des de Controle da Dengue (PIACD) em 2001, o Programa Nacional de
Controle da Dengue (PNCD) em 2002, até o ultimo e atualmente implementado, o Diretrizes
Nacionais para a Prevengdo e Controle de Endemias da Dengue (DNPCED) em 2009
(FUNASA, 2002; LASNEAUX, 2017; BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Os principais métodos de controle vetorial adotados pelos programas de controle das
arboviroses, até os dias atuais, sdo o controle mecanico, o qual consiste na adog@o de praticas
capazes de impedir a reproducdo do Ae. aegypti, tendo como principais atividades a remogao e
destruicdo dos recipientes positivos para larvas do mosquito e o controle quimico que consiste
no uso de substdncias quimicas como larvicidas e inseticidas (BRASIL; MINISTERIO DA
SAUDE, 2009; ZARA et al., 2016).

Os larvicidas utilizados no controle de vetores pertencem principalmente aos grupos dos
biolarvicidas, reguladores do crescimento como inibidores da sintese de quitina e analogos de
hormonio juvenil, espinosinas e organofosforados e piretroides. Entretanto, para o uso em agua
potavel, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda o uso de larvicidas de cinco
grupos: Bacillus thuringiensis israelensis, cepa AM 65-52 (BTI), Diflubenzuron, Novaluron,
Piriproxifen, Espinosade e Temef6s. O temefos foi o principal larvicida utilizado para o
controle de Ae. aegypti nas Ultimas décadas. Entretanto, desde 1999 vem sendo detectada
resisténcia do vetor a esse larvicida e, em 2012, foi recomendada por especialistas a interrup¢ao
do uso do mesmo. Desta forma, em 2013 foram utilizados os diflubenzuron e novaluron € em
2014 foi introduzido o pyriproxyfen o qual tem sido utilizado desde entdo (BRASIL;
MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O pyriproxyfen atua sobre o inseto de forma analoga ao
hormoénio juvenil, o qual inibe o desenvolvimento das caracteristicas adultas do inseto como

asas, maturacdo dos orgdos reprodutivos e genitdlia externa. Durante o estagio de larva o
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hormoénio juvenil também estd presente, porém sua producdo ¢ interrompida ao final do 4°
estadio larvario quando a atuacao do pyriproxyfen ¢ mais notada. Neste sentido, com o uso do
pyriproxyfen se verifica o efeito de prolongagdo do tempo que o vetor se mantém como larva,
o que pode chegar até 20 dias. Esse produto tem pouco efeito sobre mortalidade de larvas, sendo
seu efeito de mortalidade verificado em pupas e na inibi¢ao de emergéncia do adulto (BRASIL;
MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A aplicacdo espacial de inseticidas ¢ utilizada principalmente para o controle do Ae.
aegypti. No Brasil recomenda-se utilizar a aplicacdo espacial a Ultra Baixo Volume (UBV)
com nebulizadores costais ou equipamentos acoplados a veiculos. As aplicagdes a Ultra Baixo
Volume sdo preconizadas somente quando houver necessidade de conter surtos e epidemias de
dengue, conforme estabelecido nas Diretrizes Nacionais para Prevencao e Controle da Dengue.
A OMS somente recomenda a utilizacdo de inseticidas do grupo dos piretroides e
organofosforados para esse tipo de aplicacdo. Os inseticidas recomendados pela OMS para
aplicacdo espacial a UVB em espagos abertos sdo: Deltametrina, Lambdacialotrina, Malathion
e d-d, transcifenotrina (BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2014)

A comunicagdo e mobilizagdo da populagdo, também ¢ uma pratica de saude
recomendada pelo Ministério de Satide no enfrentamento das arboviroses. Tais a¢des visam
garantir a sustentabilidade da eliminagdo dos criadouros (BRASIL; MINISTERIO DA
SAUDE, 2009; ZARA et al., 2016). Apesar dos esforgos, o controle vetorial permanece um
desafio a saude publica e visto que o combate ao vetor ¢ a principal estratégia para prevenir e
controlar as arboviroses, ¢ importante realizar estudos que visem entender mudangas no perfil
ecoldgico dos mosquitos para que seja possivel direcionar os programas de controle de vetores

na tomada de decisdes de forma que alcancem sucesso no enfrentamento dessas doencas.

2.5 LEVANTAMENTOS ENTOMOLOGICOS EM AREAS DE MATA NO BRASIL

Fragmentos urbanos de vegetagdo podem abrigar grande diversidade de espécies de
mosquitos, muitas das quais tem um papel importante na transmissdao de arbovirus. Quando
esses fragmentos de vegetacdo estdo localizados em parques urbanos, aumenta o risco de
encontros entre vetores ¢ humanos, uma vez que os parques sdo areas destinadas ao
entretenimento humano. Alguns estudos t€ém relatado sobre o risco epidemiologico da
ocorréncia de espécies de mosquitos em fragmentos de vegetacdo localizados em parques
urbanos (BRADLEY; ALTIZER, 2007; DE PAULA et al., 2015; MEDEIROS-SOUSA et al.,
2015).
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Medeiros-Souza et al. (2015), realizaram um levantamento entomoldgico no Parque
Anhanguera, Sao Paulo, Brasil, o qual apresenta resquicio de Mata Atlantica. O levantamento
foi realizado com o uso de diferentes metodologias como armadilhas luminosas do tipo CDC,
armadilhas do tipo Shannon, aspira¢do de mosquitos adultos e coleta de imaturos. Durante esse
levantamento encontram que Culex quinquefasciatus e o Aedes albopictus, foram as espécies
mais abundantes na area de estudo. Ja o Aedes aegypti foi coletado com menor frequéncia. Eles
também demonstraram que entrends de bambu e criadouros artificiais apresentaram maior
abundancia de imaturos enquanto que lagoas e pogas uma maior riqueza (MEDEIROS-SOUSA
et al., 2015). Este estudo assim como outros, tem discutido sobre a capacidade dos mosquitos
do género Culex Linnaeus 1758, em colonizar diversos tipos de criadouros tanto naturais como
artificiais e sobre sua grande representatividade em levantamentos entomoldgicos realizados
em arcas de mata (CONFALONIERI; COSTA NETO, 2012; HUTCHINGS et al., 2005;
MEDEIROS-SOUSA et al., 2015).

DE PAULA et al. (2015), realizaram um estudo entomolégico entre marco de 2011 e
fevereiro de 2012 no Parque do Carmo e Parque Chico Mendes, Sao Paulo, Brasil, usando
aspiradores a bateria, armadilhas do tipo Shannon e armadilhas luminosas do tipo CDC para
coleta de mosquitos adultos e aparelhos de suc¢do para coleta de mosquitos imaturos. Neste
estudo eles demonstraram que no Parque do Carmo, Cogquillettidia venezuelensis (Theobald
1912), Aedes scapularis (Rondani 1848) e Culex (Culex) spp. foram os adultos mais
abundantes, enquanto Culex (Melanoconion) spp. e Anopheles strodei Root 1926 os mosquitos
imaturos mais abundantes. J4 no Parque Chico Mendes, Culex (Cux.) spp. € Ae. scapularis
foram os adultos mais abundantes, enquanto o Ae. albopictus os mosquitos imaturos mais
frequentes (DE PAULA et al., 2015). Neste estudo o Ae. scapularis foi uma das espécies com
maior representatividade. Mosquitos desta espécie geralmente se reproduzem em criadouros
transitorios localizados no solo e, portanto, apresentam um desenvolvimento larval
relativamente rapido, em comparagdo com o desenvolvimento de outros Culicideos, o que
oferece uma vantagem adaptativa sobre outras espécies (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994;
FORATTINI, 2002).

Os parques urbanos com fragmentos de vegetacao também sdo locais importantes para
estudar a ecologia dos vetores. Sabe-se que mudangas no clima podem acelerar ou retardar o
desenvolvimento do inseto, disponibilidade de criadouros e recursos alimentares (FORATTINI,
2002). Em areas de mata a disponibilidade de criadouros esta diretamente relacionada a
ocorréncia de chuvas e temperaturas mais elevadas podem acelerar o desenvolvimento larvario

(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). MEDEIROS-SOUZA et al. (2015), demonstraram que ha
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uma relacdo significativa entre abundancia e sazonalidade, com um aumento notavel na
abundancia de mosquitos no periodo quente e chuvoso (MEDEIROS-SOUSA et al., 2015). As
condi¢des de preservacdo dos fragmentos de vegetacao também pode ser um fator importante
que influencia a diversidade e abundancia de Culicideos. Alguns estudos tém relatado que a
urbaniza¢do promove a reducdo da diversidade, mas aumenta a abundancia dos chamados
exploradores urbanos, espécies especializadas no ambiente urbano (ARONSON et al., 2014;
FAETH; BANG; SAARI, 2011; MCKINNEY, 2008; TURRINI; KNOP, 2015). HUTCHINGS
et al. (2005), em um estudo realizado no Parque Nacional do Jali, Amazonas, Brasil, relataram
que em geral espécies de Culicideos encontradas no parque, tanto em criadouros naturais ou
artificiais, estavam associadas a areas de florestas mais preservadas (HUTCHINGS et al.,
2005).

A identificagdo de mosquitos hematdfagos encontrados em fragmentos florestais
urbanos bem como a caracterizacdo desses ambientes, pode produzir dados que podem ser
utilizados para subsidiar possiveis acdes de monitoramento ou controle por parte do poder
publico responséavel por essas areas. Apesar da importancia epidemiolédgica dos levantamentos
de fauna de Culicideos nessas areas, esses estudos estdo concentrados em sua maioria na regido
Norte e Sudeste do Brasil, sendo que na regido Nordeste principalmente, pouco se sabe sobre a

fauna de Culicideos.

2.6 LEVANTAMENTOS ENTOMOLOGICOS EM COMUNIDADES URBANAS NO
BRASIL

O ambiente urbano pode apresentar uma diversidade de caracteristicas, proporcionando
tanto locais com infraestrutura apropriada, boas condi¢gdes de habita¢do e saneamento basico
adequado como também locais que carecem desses padrdes de infraestrutura, habitagdo e
saneamento basico. Este tlltimo, geralmente representam as areas mais pobres de uma cidade,
designadas como comunidades urbanas em situacdo de vulnerabilidade social e econdmica.
Essas comunidades sdo locais mais vulneraveis as epidemias de arboviroses (BISANZIO et al.,
2021; BONIFAY et al., 2017; DO CARMO et al., 2020; HOTEZ et al., 2017; KIKUTI et al.,
2015), uma vez que oferecem um ambiente favoravel a proliferacdo de vetores. Apesar disso,
poucos estudos tem avaliado a distribui¢do e ecologia dos vetores de arbovirus em comunidades
urbanas em situacdo de vulnerabilidade socioecondmica principalmente na regido Nordeste do
Brasil, uma das regides do pais mais afetada pela pobreza (FECOP, 2020) e consequentemente

com maior quantidade de pessoas em situagdes vulneraveis no contexto da satde.
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Em relacdo aos levantamentos entomologicos realizados em comunidades urbanas
vulneraveis no Brasil, destacam-se os estudos realizados na regido Sudeste do pais. Esses
estudos t€ém demonstrado a relagdo entre a abundancia dos vetores de arbovirus com a situagao
socioecondmica da regido estudada. AYLLON et al. (2018), em um estudo realizado entre
fevereiro de 2014 e abril de 2017, em uma comunidade socioeconomicamente vulneravel e
densamente urbanizada no Rio de Janeiro, Brasil, encontraram uma alta correlagdo entre a
disponibilidade de criadouros de mosquitos com o nivel socioecondomico da populacdo. Neste
estudo foi relatado que os recipientes usados para armazenamento de dgua sdo abundantes em
areas com distribuicdo irregular de d4gua (AYLLON et al., 2018). AYLLON et al. (2018),
encontraram espécies como Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae. scapularis, Aedes fluviatilis (Lutz,
1904) e o Cx. quinquefasciatus através do uso de aspiradores. Ovos de Aedes spp. também
foram coletados através de armadilhas de oviposi¢do. Neste estudo os altos niveis de infestagdo
de vetores foram relacionados ao saneamento precario, abastecimento de agua interrompido e
alta densidade populacional humana (AYLLON et al., 2018). Este e outros estudos tém
demonstrado que existe uma co-ocorréncia do Ae. aegypti € Ae. albopictus, o que chama a
atencdo para a adaptacdo do Ae. albopictus em se estabelecer em locais tipicamente descritos
como favoraveis ao Ae. aegypti (AYLLON etal., 2018; CUSTODIO et al., 2019).

DAVID et al. (2012), realizaram um estudo em uma comunidade urbana
socioeconomicamente vulneravel e em uma area de classe média do Rio de Janeiro, Brasil, de
agosto a novembro de 2008 e de margo a junho de 2009. O objetivo do estudo era avaliar
densidade, taxas de paridade, sobrevida diaria e longevidade de populacdes naturais de Cx.
quinquefasciatus em trés bairros com distintos perfis socioecondmicos e de infraestrutura.
Neste estudo a densidade vetorial ndo foi correlacionada com os fatores climaticos como
temperatura e precipitagdo. Foi relatado que as diferengas significativas na sobrevivéncia e
longevidade do Cx. quinquefasciatus nos trés bairros pode estar relacionado com a
disponibilidade de criadouros, niveis socioecondomicos e demografia humana. Os pesquisadores
destacaram que a disponibilidade de tipos de criadouros ¢ altamente correlacionada com nivel
socioecondmico no Rio de Janeiro e que os recipientes usados para armazenamento de agua sdo
abundantes em 4areas com distribui¢do irregular de dgua (DAVID; RIBEIRO; MACIEL-DE-
FREITAS, 2012). Em outro estudo realizado por MACIEL-DE-FREITAS et al. (2008), em um
distrito suburbano (Tubiacanga) e em uma comunidade urbana de baixo nivel socioecondmico
(Favela do Amorim) do Rio de Janeiro experimentos foram originalmente conduzidos para
estimar a sobrevivéncia diaria do Ae. aegypti na Favela do Amorim (janeiro - fevereiro de 2005)

e na area suburbana (margo - abril de 2005). A frequéncia de criadouros chaves ndo variou
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sazonalmente dentro de cada area, mas o nivel de infestacdo diferiu entre as areas.
Provavelmente, o baixo impacto da sazonalidade no padrao de infestacdo do Ae. aegypti foi
devido a producdo constante e alta de grandes recipientes de 4gua como tambores metalicos e
caixas d'agua, os quais ndo sdo afetados pelas chuvas. De fato, o efeito da sazonalidade também
foi baixo ou ausente na produtividade dos criadouros, no nimero médio de pupas de Ae. aegypti
coletadas por casa, e na taxa de sobrevivéncia de fémeas dessa espécie (MACIEL-DE-
FREITAS et al., 2008).

Os levantamentos entomologicos realizados em areas de vulnerabilidade
socioecondmica no Brasil, apesar de escassos, t€ém destacado sobre a relagdo das condic¢des
precarias de infraestrutura e saneamento basico com a proliferagdo de vetores importantes na
transmissdo de arbovirus. Esses achados chamam a atencdo para as autoridades locais sobre a
necessidade de oferecer melhores condigdes a essas comunidades como abastecimento regular
de 4gua, drenagem e manejo adequado de residuos solidos por exemplo. Essas comunidades
urbanas tém um papel importante na manutengao de vetores como o Ae. aegypti, Ae. albopictus
e Cx. quinquefasciatus. Portanto, ¢ importante a realizacdo de estudos ambientais e
entomoldgicos em areas com essas caracteristicas em outras regides do Brasil além da regido

Sudeste.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Realizar investigagdes ambientais e entomoldgicas em um fragmento urbano de Mata

Atlantica e em uma comunidade urbana de Salvador para investigar caracteristicas ambientais

e ecologicas que contribuem para proliferacao de vetores de arbovirus.

3.2 ESPECIFICOS

Referentes ao fragmento urbano de Mata Atlantica

1.

Inventariar espécies de Culicideos e analisar a distribui¢do espacial das principais
espécies encontradas na area de estudo;

Estimar indices de abundancia e indices de diversidade das espécies de Culicidios
encontradas de acordo com os diferentes métodos de coleta e tipos de vegetacdo
presentes no fragmento estudado;

Investigar a produtividade dos diferentes métodos de coleta realizados na area de
estudo;

Avaliar a diversidade de Culicideos de acordo com os tipos de vegetagao presentes no

fragmento estudado;

Referentes a comunidade urbana

1.

Estimar indices entomoldgicos relativos ao Ae. aegypti para as areas privada e publica
da comunidade estudada,;

Avaliar a contribuicdo relativa dos diferentes tipos de criadouro para positividade e
produtividade do Ae. aegypti nas areas privada e publica;

Investigar se as caracteristicas dos diferentes locais/estruturas com actimulo de agua
(potenciais criadouros) encontrados nas areas privada e publica estdo associadas com a
presenga do Ae. aegypti imaturo;

Investigar se as caracteristicas sociais e ambientais dos domicilios investigados estao
associadas com a frequéncia dos diferentes indicadores entomoldgicos para o Ae.

aegypti (imaturo, ovo e adulto);
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5. Avaliar o padrdo da distribuicdo temporal (no periodo de dois anos) dos diferentes
indices entomoldgicos e comparar com a flutuagdo das varidveis climaticas como
temperatura, umidade e precipitacdo;

6. Avaliar a distribuicdo espacial dos diferentes indicadores entomologicos para o Ae.
aegypti (imaturo, ovo e adulto) e investigar a presenca de hotspots desse vetor;

7. Investigar se espécimes fémeas adultas de Ae. aegypti coletadas na comunidade

carreiam os arbovirus, DENV, ZIKV ou CHIKV.
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4 RESULTADOS

Os resultados da tese serdo apresentados nos manuscritos a seguir:

MANUSCRITO 1 — Diversity of Mosquitoes (Diptera: Culicidae) in An Atlantic

Forest Urban Park, Salvador, Brazil (pag. 38).

MANUSCRITO 2 — Adedes aegypti (Diptera: Culicidae) density in a Brazilian urban slum

community where dengue, Zika, and chikungunya viruses co-circulate (pag. 50).
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4.1 MANUSCRITO 1 — DIVERSITY OF MOSQUITOES (DIPTERA: CULICIDAE) IN AN
ATLANTIC FOREST URBAN PARK, SALVADOR, BRAZIL.

O manuscrito 1 foi publicado na revista Journal of Medical Entomology como Short
Communication (https://doi.org/10.1093/jme/tjac007), e corresponde aos objetivos especificos

da tese:

e Inventariar espécies de Culicideos e analisar a distribui¢do espacial das principais
espécies encontradas na area de estudo;

e Estimar indices de abundancia e indices de diversidade das espécies de Culicidios
encontradas de acordo com os diferentes métodos de coleta e tipos de vegetacio
presentes no fragmento estudado;

e Investigar a produtividade dos diferentes métodos de coleta realizados na area de
estudo;

e Avaliar a diversidade de Culicideos de acordo com os tipos de vegetagao presentes no

fragmento estudado.
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Abstract

We identified mosquito species (Diptera: Culicidae) in an Atlantic Forest fragment located in
a large urban park in Salvador, Brazil, one year after a citywide epizootic of yellow fever virus
(YFV). Between May 2 and August 2, 2018, adult mosquitoes were collected using the human
attraction method, followed by trapping with hand-nets, and CO2-baited light traps placed at
ground level and in the canopy. We collected a total of 11,914 mosquitoes, which belonged to
three tribes, five genera, and at least seven species. The most abundant taxa captured by CO2-
baited light traps were Culex quinquefasciatus (Say, Diptera: Culicidae) Limatus spp. (Diptera:
Culicidae), and Wyeomyia spp. (Diptera: Culicidae), while by human attraction, Cx.
quinquefasciatus, Wyeomyia spp., and Aedes albopictus (Skuse, Diptera: Culicidae) were
captured most often. The diversity of mosquitoes by species was greater in the park area with

restinga vegetation compared to the area with dense rainforest. Although vectors commonly
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associated with sylvatic YFV transmission were not captured, we collected several species
capable of transmission of other arboviruses. Given the high likelihood of encounters between
mosquitoes and human visitors in environments, such as the one studied, periodic
entomological surveys to determine the risk of arbovirus transmission in these settings are

warranted.

Key words: arbovirus, mosquito, entomological survey, Brazil

In Brazil, dengue (DENV), Zika (ZIKV), and chikungunya (CHIKV) viruses have co-circulated
since 2015 (Carvalho et al. 2019). In addition, between late 2016 and mid-2018, Brazil faced
the worst human outbreaks and epizootics of sylvatic yellow fever virus (YFV) since the 1940’s
(Possas et al. 2018). In Salvador, the largest northeastern city of Brazil, an epizootic of YFV
affecting 205 non-human primates (NHPs) of the genus Callithrix was reported in 2017
(Paploski et al. 2017). Because the city had been affected by simultaneous epidemics of DENV,
CHIKYV, and ZIKV (Cardoso et al. 2015, Ribeiro et al. 2018, Silva et al. 2019), there were
concerns about the potential for establishment of an urban human-mosquito cycle of YFV
transmission. Urban areas adjacent to forests, or containing forest remnants, are considered an
ideal setting for resurgence of urban YFV transmission (Possas et al. 2018). However,
knowledge about mosquito diversity in forested areas located close to (or within) urban resi-
dential areas in Brazil is scarce. The recent outbreaks and epizootics of YFV in Brazil, and the
detection of the virus transmission among NHPs living in large urban centers such as Salvador,
reinforced the need for inventories of mosquito species in urban forest fragments. In this study,
we performed a comprehensive entomological survey of the Joventino Silva City Park, an urban
park that preserves remnants of the Atlantic Forest, and is located near the site where NHPs
were found dead during the YFV epizootic in Salvador (Paploski et al. 2017). We aimed to
document the mosquito fauna and to investigate the role of the different ecosystems within this

forest remnant in harboring mosquitoes of public health importance.

Materials and Methods

Study Area
We performed this survey in Joventino Silva City Park because YFV infected NHPs were
detected in its vicinity in 2017, it receives ~2000 visitors per day, and it borders a densely

populated area (Fig. 1). The entire park comprises 72 hectares separated into two forest
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fragments by walking paths and recreational areas. Its vegetation is characterized by two
distinct vegetation types: restinga, a set of plant species associated with quaternary coastal
sandy deposits and coastal rocky environments, which may present as herbaceous, sub-shrubby,
shrub, and arboreal species; and a dense ombrophylous forest (rainforest), an area with large
and medium-sized trees, vines, and epiphytes, present on the Brazilian coast and on the Amazon
region (Fig. 1; Carvalho et al. 2010, Campanili and Schaffer 2010). The Park also contains a
temporary pond, with higher water level during the rainy season, that can serve as a larval

habitat for some mosquito species when the water level reduces during the dry season.

Mosquito Collection and Identification

Mosquito specimens were collected weekly at multiple locations in the park for 10 weeks,
between May 2 and August 2, 2018 (the rainy season in Salvador). During this time, the
cumulative precipitation was 259.6 mm (INEMET 2018) and the average temperature and
humidity were 24.5 C and 76%, respectively. During each capture day, three different locations
(~100 meters apart) were sampled, totaling 30 collection points. The captures were performed
using human attraction followed by landing catches and Centers for Disease Control (CDC)
light traps. The human landing catch method used to sample diurnal mosquitoes was performed
by three researchers at each collection point for one hour between the hours of 09:00 and 16:00.
Sampling consisted of using net sweeps to capture adult specimens that landed on the
researcher’s bodies. The team was vaccinated against YFV and all collectors wore long clothing
to avoid inadvertent mosquito bites during the collection process. The Gongalo Moniz Institute
Ethics Committee approved this study (CAAE: 38942620.5.0000.0040). We also installed two
CDC traps at each collection point, one at ground level (60 cm high) and another at the canopy
level (~10 m high). The traps were run from 16:00 to 09:00 and were situated approximately
50 m from locations where visitors congregate. To increase attraction of mosquitoes each trap
was baited with 250 mg of dry ice as a CO2 source. The captured mosquitoes were placed in
tubes and transported on dry ice to the entomology facility, at the Oswaldo Cruz Foundation
(FIOCRUZ), Salvador, Brazil. Two investigators identified all specimens collected to the
lowest possible identification level using the taxonomic keys described by Consoli and Oliveira
(1994). Because adult mosquitoes of the Sabethini tribe are small, have morphological
characteristics that are difficult to separate, and are often damaged during capture and transport,

we did not classify them beyond the genus level.
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Collection points by vegetation type
* (O Dense Rainforest
(© Restinga Forest

Fig. 1. Spatial distribution of the adult mosquito collection sites in an Atlantic Forest urban park,
Salvador, Brazil, May 2 to August 2, 2018. A. Location of Salvador in Brazil and of the park in Salvador.
B. Collection points by vegetation type. C. Illustrative photo of a park area characterized by dense

rainforest vegetation. D. Illustrative photo of a park area characterized by restinga vegetation.

Statistical Analysis

We calculated the frequencies of each species of mosquito collected by capture method and
vegetation type, and standardized indices of abundance, such as females per man-hour and
females per trap per night. Additionally, two of the multiple available ecological diversity
indices, Shannon-Wiener index (H’) and Pielou’s evenness index (J’), were obtained to
compare the diversity of species between the different vegetation types in the park, as well as
between the different methods of mosquito collection used (Pielou 1966; Hill 1973; Gorelick
2006). The lower the Shannon-Wiener index, the lower the species diversity. Pielou’s evenness
index measures uniformity of the distribution among existing species, and ranges between 0
(no evenness) to 1, (complete evenness). Species accumulation and rarefaction curves by

collection method were also calculated to evaluate the sampling effort.
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Results

A total of 11,914 mosquitoes were collected, of which 887 specimens were captured by human
attraction and 11,027 by CO2-baited CDC traps (6,150 on ground level and 4,877 in the
canopy). All were from the subfamily Culicinae, belonging to three tribes (Aedini, Culicini,
and Sabethini), five genera (4dedes, Culex, Limatus, Psorophora, Wyeomyia), and at least seven
species (Table 1). The most frequently captured mosquitoes were Culex quinquefasciatus
(11,038 (92.6%) mosquitoes), Wyeomyia spp. (374, 3.1%), and Limatus spp. (225, 1.9%) (Table
1). The two most important urban vectors of arboviruses, Adedes aegypti (Linnaeus, Diptera:
Culicidae) and Aedes albopictus, accounted only for a small fraction of mosquitoes with 17
(0.1%) and 166 (1.4%) of each species collected, respectively. We analyzed the spatial
distribution of the density of captured mosquitoes by collection point for the two most
frequently captured mosquitoes (Cx. quinquefasciatus and Wyeomyia spp.) and the two of
greatest public health interest (Ade. aegypti and Ae. albopictus) (Fig. 2). Cx. quinquefasciatus
and Wyeomyia spp. were ubiquitous throughout the park, being captured at all collection points,
while Ae. albopictus was captured at most (23 out of 30) of the collection points. In contrast,
Ae. aegypti was captured only at 6 of the 30 collection points, located close to open areas of
the park, where movement of people is greater, or in its periphery, near residential areas.
Species accumulation and rarefaction curves showed that the sampling effort using human
attraction was adequate, whereas for CDC light traps a greater effort could lead to collection of
additional, rarer species (Fig. 3). The CDC light traps on the ground and canopy levels were
much more efficient in terms of the number of mosquitoes captured (6,150 and 4,887
specimens, respectively) compared to the human attraction method (887 specimens) (Table 1).
However, the species diversity and heterogeneity were lower in CDC traps (Table 1), with
>95% of mosquitoes captured comprising a single species (Cx. quinquefasciatus), regardless of
whether the CDC trap was installed on the ground or in the canopy. The human attraction
method captured a greater diversity of mosquito species, including Cx. quinquefasciatus (39.2%
of the captured specimens), Wyeomyia spp. (29.0%), Ae. albopictus (16.0%), and Limatus spp.
(9.2%). Not surprisingly, 16 (94.1%) of the 17 specimens of Ae. aegypti and 142 (85.5%) of
the 166 specimens of Ae. albopictus collected were captured by the human attraction method.
The majority (10,427, 87.5%) of mosquitoes were collected in the dense rainforest area, while
1,487 (12.5%) of specimens were collected in the restinga area (Table 2). In addition, the

different vegetation types influenced the diversity and heterogeneity of the species collected
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(Table 2). While Cx. quinquefasciatus accounted for ~90% of all specimens collected both in

the dense rainforest and in restinga, Wyeomyia spp. and Ae. albopictus were relatively less

frequent in the dense rainforest area (2.5% and 1%, respectively), compared to the restinga area

(7.7% and 3.8%, respectively). Standardized indices of female abundance corroborated that the

CDC traps were more productive in capturing Cx. quinquefasciatus and the other most abundant

species when placed in the dense rainforest compared to restinga, and that the human attraction

method was more effective in capturing Wyeomyia spp. and Ae. albopictus in the restinga area

than in the dense rainforest area (Table 2).

Table 1. Frequency of adult mosquitoes collected in an Atlantic Forest urban park, according to tribe,

species, or genus, and capture method; and diversity indices according to capture method, Salvador,

Brazil, May 2 to August 2, 2018.

Mosquito taxa

No. (%) of adults or index

All capture methods

Human attraction

CO,-baited CDC
trap, ground

CO,-baited CDC
trap, canopy

Culicini

Culex quinquefasciatus (Say, Diptera: Culicidae)
Culex spp. (Diptera: Culicidae)

Sabethini

Limatus sp. (Diptera: Culicidae)

Wyeomyia spp. (Diptera: Culicidae)

Aedini

Aedes aegypti (Linnaeus, Diptera: Culicidae)
Aedes albopictus (Skuse, Diptera: Culicidae)
Aedes scapularis (Rondani, Diptera: Culicidae)
Psorophora ferox (Von Humboldt, Diptera: Culicidae)
Total

Diversity index

Shannon-Wiener (H')

Pielou’s evenness (J')

11,040 (92.7%)
11,038 (92.6%)
2 (<0.1%)
599 (5.0%)
225 (1.9%)
374 (3.1%)
275 (2.3%)
17 (0.1%)
166 (1.4%)
89 (0.7%)

3 (<0.1%)
11,914

0.363
0.174

348 (39.2%)
348 (39.2%)
0 (0%)
339 (38.2%)
82 (9.2%)
257 (29.0%)
200 (22.6%)
16 (1.8%)
142 (16.0%)
39 (4.4%)
3(0.3%)
887

1.468
0.754

5,878 (95.6%)
5,877 (95.6%)

1 (<0.1%)
206 (3.4%)
116 (1.9%)
90 (1.5%)
66 (1.0%)
1 (<0.1%)
22 (0.4%)
43 (0.7%)
0 (0%)
6,150

0.237
0.122

4,814 (98.7%)
4,813 (98.7%)
1(<0.1%)
54 (1.1%)
27 (0.6%)
27 (0.6%)

9 (0.2%)

0 (0%)

2 (<0.1%)

7 (0.1%)

0 (0%)
4,877

0.259
0.142
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Fig. 2. Spatial distribution of selected species of adult mosquitoes collected in an Atlantic Forest urban
park, according to the abundance of captured specimens, Salvador, Brazil, May 2 to August 2, 2018. A.
Aedes aegypti distribution. B. Aedes albopictus distribution. C. Culex quinquefasciatus distribution. D.
Wyeomyia spp. distribution. The legends informing on the abundance of captured specimens are not on

the same scales.
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Fig. 3. Species (A) accumulation and (B) rarefaction curves according to the capture method (human
attraction and CDC light trap). A. Accumulation curves are shown by sampling effort. B. Rarefaction

curves are shown by the number of captured mosquitoes.
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Table 2. Frequency of adult mosquitoes captured by human attraction or CO2-baited CDC traps and
standardized indices of abundance, in an Atlantic Forest urban park, according to species or genus, and
vegetation type of the collection point; and diversity indices according to vegetation type, Salvador,

Brazil, May 2 to August 2, 2018.

Mosquito taxa and Dense rainforest Restinga
diversity
Total number Average Average Average Total number Average Average Average
of adult mos- number number of number of of adult mos- number number of number of
quitoes col- of females females per females per quitoes col- of females females per  females per
lected (%) or per man- ground trap canopy trap lected (%) or per man- ground trap  canopy trap
index hour per night per night index hour per night per night
Culex 9,756 (93.6%) 2.9 247.2 179.1 1,282 (86.2%) 2.0 44.1 101.4
quinquefasciatus
Wyeomyia spp. 259 (2.5%) 2.2 3.9 1.2 115 (7.7%) 4.5 0.5 0.1
Limatus sp. 201 (1.9%) 1.0 4.9 1.1 24 (1.6%) 0.7 1.0 0.0
Aedes albopictus 109 (1%) 0.9 0.9 0.1 57 (3.8%) 1.5 0.3 0.0
Aedes scapularis 88 (0.8%) 0.6 1.9 0.3 1 (<0.1%) <0.1 0.0 0.0
Aedes aegypti 11 (0.1%) <0.1 0.0 0.0 6 (0.4%) <0.1 0.1 0.0
Psorophora ferox 3 (<0.1%) <0.1 0.0 0.0 0 (0%) 0.0 0.0 0.0
Culex spp. 0 (0%) 0.0 0.0 0.0 2 (0.1%) 0.0 0.1 0.0
Total 10,427 7.7 258.7 181.8 1,487 8.8 46.9 101.5
Diversity index
Shannon-Wiener 0.327 - - - 0.553 - -
(H")
Pielou’s evenness (J') 0.168 - - - 0.284 - -
Discussion

The seven species of mosquitoes that we identified in this study were also found previously
during an entomological survey carried out inside and around the same park and in another
preserved Atlantic Forest area in Salvador (Paploski et al. 2017). Together, these findings
suggest that mosquito diversity in the urban remnants of the Atlantic Forest in Salvador is low.
Neither survey found species of the genera Haemagogus (Williston, Diptera: Culicidae) and
Sabethes (Robineau- Desvoidy, Diptera: Culicidae) which are (to date) the putative vectors
implicated in sylvatic YFV transmission. However, Ade. aegypti and Ae. albopictus, the main
vectors for DENV, ZIKV, and CHIKV, were collected, suggesting that urban parks with
fragments of Atlantic Forest may offer opportunities for transmission of these arboviruses.
Overall, Cx. quinquefasciatus accounted for 92.6% of all specimens captured. Its high
abundance can be partly explained by the multiple larval habitats of this species within the park
and its nocturnal habits, coupled with our use of CO2-baited light traps for mosquito collection
(97% of the Cx. quinquefasciatus were captured using CDC traps). Although overall numbers

were lower, Cx. quinquefasciatus comprised the greatest proportion of mosquitoes collected by
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the human attraction method, indicating that the abundance of Cx. quinquefasciatus was not
only a function of collection strategy. We found a greater abundance of mosquitoes in collection
points located in areas of dense rainforest than in restinga areas, mainly due to the high numbers
of Cx. quinquefasciatus collected in CO2-baited CDC traps in the first setting. However,
species such as Wyeomyia spp. and Ae. albopictus were found relatively more frequently in the
restinga area, indicating the importance of this habitat in maintaining a greater diversity and
heterogeneity of species in this environment. In 2017, Callithrix spp. monkeys collected dead
near the park were found to be positive for YFV. Given that groups of Callithrix spp. live in the
park, that the park houses both Ae. aegypti and Ae. albopictus, and that the park is adjacent to
densely urbanized areas, a considerable risk exists for the resurgence of urban YFV
transmission mediated by Aedes mosquitoes. In addition, Salvador has been an epicenter for
epidemics of DENV, ZIKV, and CHIKV (Cardoso et al. 2017, Silva et al. 2019, Tauro et al.
2019), and the confluence of people, vectors and animals can provide a favorable environment
for these arboviruses to follow the YFV path in re-establishing their primary enzootic cycles
(Weaver 2013, Althouse et al. 2016, Terzian et al. 2018, Guth et al., 2020). Our study was
conducted during one season only, which may have influenced the diversity and abundance of
species collected. However, the accumulation and rarefaction curves suggest that a greater
capture effort using the human attraction method would have a small impact on the diversity of
collected species. A greater effort using CO2-baited CDC light traps could have led to the
identification of additional rarer species but would have limited impact on measuring mosquito
abundance. Regardless, our survey is one of the few comprehensive entomofauna investigation
in a Brazilian urban park containing fragments of the Atlantic Forest. The limited literature on
entomofauna in urban forest fragments in Brazil and elsewhere point to the need for additional
surveys on the diversity and abundance of hematophagous insects in these areas, given their

potential to serve as a link between the sylvatic and urban environments.
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4.2 MANUSCRITO 2 - AEDES AEGYPTI (DIPTERA: CULICIDAE) DENSITY IN A
BRAZILIAN URBAN SLUM COMMUNITY WHERE DENGUE,
ZIKA, AND CHIKUNGUNYA VIRUSES CO-CIRCULATE.

O manuscrito 2 serd submetido a uma revista cientifica em formato de artigo, e corresponde aos

objetivos especificos da tese:

e Estimar indices entomoldgicos relativos ao Ae. aegypti para as areas privada e publica
da comunidade estudada,;

e Avaliar a contribuicdo relativa dos diferentes tipos de criadouro para positividade e
produtividade do Ae. aegypti nas areas privada e publica;

e Investigar se as caracteristicas dos diferentes locais/estruturas com actimulo de agua
(potenciais criadouros) encontrados nas areas privada e publica estdo associadas com a
presenga do Ae. aegypti imaturo;

e Investigar se as caracteristicas sociais e ambientais dos domicilios investigados estao
associadas com a frequéncia dos diferentes indicadores entomoldgicos para o Ae.
aegypti (imaturo, ovo e adulto);

e Avaliar o padrao da distribuicdo temporal (no periodo de dois anos) dos diferentes
indices entomoldgicos e comparar com a flutuagdo das varidveis climaticas como
temperatura, umidade e precipitacdo;

e Avaliar a distribui¢ao espacial dos diferentes indicadores entomologicos para o Ae.
aegypti (imaturo, ovo e adulto) e investigar a presenca de hotspots desse vetor;

e Investigar se espécimes fémeas adultas de Ae. aegypti coletadas na comunidade

carreiam os arbovirus, DENV, ZIKV ou CHIKV.
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Abstract

Background: Urban slums are overcrowded, poor communities that usually lack sanitary
infrastructure, favoring Aedes aegypti proliferation and arboviral transmission. However, few
studies have investigated the role of slum-specific environmental characteristics in Ae. aegypti
density. We performed a series of entomological surveys in a Brazilian slum to determine
ecological attributes associated with Ae. aegypti presence, assess whether specific areas within
the slum served as hotspots for vector reproduction over time, and test the field-collected
mosquitoes for arboviruses.

Methods: We randomly selected 149 households in a slum in Salvador, Brazil, and conducted
four cycles of entomological and socio-environmental surveys in the selected households and
the surrounding public area between September 2019 to April 2021. The surveys included
searching for potential breeding sites (accumulated water) and 4e. aegypti immatures in them,
capturing adult mosquitoes and installing ovitraps. The Chi-square or Fisher's exact test was
used to investigate the association of entomological findings with different social and
ecological characteristics. We performed Kernel density-ratio analysis to evaluate the spatial
distribution of the Ae. aegypti density indices and used univariate local Moran's I test to assess
spatial autocorrelation for each index. Pools of female Ae. aegypti adult mosquitoes underwent
RT-PCR for DENV, ZIKV, and CHIKV.

Results: Overall, 316 potential breeding sites were found in the study households and 186 in
public spaces. Of them, 18 (5.7%) and 7 (3.7%) harbored Ae. aegypti immatures, respectively.
The most productive breeding sites within the households were water storage containers. In the

public area, puddles and waste materials were the most important. Potential breeding sites
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without covering, surrounded by vegetation, and containing organic matter in the water were
significantly associated with the presence of Ae. aegypti immatures, as well as households that
had water storage containers. None of the entomological indices, whether based on immatures,
eggs, or adults, detected a consistent pattern of vector clustering in the same slum areas over
time. All the tested mosquito pools were negative.

Conclusions: Improving basic sanitation in slums through the regular water supply, proper
management of solid wastes, and drainage may reduce water storage, both for use and
nonintentional, and the formation of puddles, minimizing opportunities for Ae. aegypti
proliferation in urban slums.

Keywords: Aedes aegypti, Entomological survey, Environmental factors, Density indices,

Mosquito ecology, Water containers

Background

Arboviral infections are among the most critical public health problems, and their burden has
increased during this century due to the co-circulation of dengue (DENV), Zika (ZIKV), and
chikungunya (CHIKYV) viruses [1,2]. Millions of people live in regions where the risk of
infection is high, concerning authorities and health professionals as the commonly used
methods to prevent and control arboviral transmission have widely failed when implemented
on a large scale, such as across a country [3,4]. Among the main reasons for the lack of success
of the vector control strategies is the adaptation of the Ae. aegypti, the primary vector of DENV,
ZIKV, and CHIKYV, to the urban habitat and its preference to breed in artificial water containers
[5,6].

Furthermore, the urban environment can have very diverse characteristics, such as areas
with an adequate infrastructure of habitations and services and regions that lack standards
conditions of housing and sanitation, being marked by overcrowding and poverty. The latter,
generally designated as slums, is more vulnerable to arboviral epidemics [7—11], either because
their inhabitants live in closer proximity, facilitating multiple interactions between the vector
and humans, or because the slum environment offers greater possibilities for Ae. aegypti
reproduction. Yet, little is known about the ecology of Ae. aegypti within urban slums.

Although several studies have described that the poor areas in a city have increased
levels of Ae. aegypti density, such studies are often based on household surveys of the immature
forms of the vector, and investigating the presence of mosquito eggs and adults has been less

common [12,13]. Surveying for oviposition and adult mosquitoes is a gap in such studies since



52

eggs and adults may be better indicators for the presence of the vector at a stage capable of
arbovirus transmission. In addition, the infestation indices produced from these inspections are
derived from qualitative measures (i.e., presence vs. absence of immatures per house), which
do not consider mosquitos’ density. Typically, they also do not include data from public areas,
which have been shown to harbor important habitats for Ae. aegypti reproduction [14-16].
Finally, the ecological study designs, in which vector data are aggregated in relatively large
geographical zones, such as neighborhoods or census tracts, may hamper the detection of
localized foci of vector infestation, especially inside slums.

Studies that use non-aggregated data to determine different entomological indices and
their relations with specific ecological characteristics within an urban slum may be helpful to
assess the importance of hotspots for vector infestation and inform on the role of socio-
environmental deficiencies on the distribution of Ae. aegypti. Despite the existing differences
between each slum community, they share similarities, such as poverty, inadequate housing and
sanitation, and high population density. Thus, it is possible that findings from one slum can be
generalizable to other slums.

In this study, we carried out a series of entomological and socio-environmental surveys
in a Brazilian urban slum, using various vector capture methods. Our main aims were to
investigate whether specific ecological factors were associated with detecting Ae. aegypti
mosquitoes, and whether there were foci of Ae. aegypti infestation in the slum environment that
remained over time and could be identified by different entomological markers. We also

evaluated whether the collected specimens of Ae. aegypti carried DENV, ZIKV, or CHIKV.

Materials and Methods

Study design

Four entomological and socio-environmental survey cycles were conducted in the Pau da Lima
slum neighborhood, Salvador, Brazil, between September 2019 and April 2021 (cycle 1: Sep-
Dec/2019, cycle 2: Jan-Apr/2020, cycle 3: Sep-Dec/2020, cycle 4: Jan-Apr/2021). Our initial
plan was to conduct an additional survey between May-Aug/2020; however, due to the COVID-
19 pandemic and the restrictions on field activities, we had to cancel it. These cycle periods
(Jan-Apr, May-Aug, Sept-Dec) were defined based on the rainfall and insolation data for the
last ten years in Salvador [17] which showed increasing precipitation and decreasing insolation
between May and August, reducing precipitation and increasing insolation from September to
December, and an intermediate climatic pattern of lowest precipitation and highest insolation

between January and April. The Research Ethics Committee of Gongalo Moniz Institute,
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Oswaldo Cruz Foundation (CAAE: 57221816.8.0000.0040) approved the study, and an adult
(>18 years old) who was responsible for the household signed the informed consent term before

we performed the survey at their home.

Study site

The Pau da Lima slum study site harbored a densely populated poor community, which lacked
basic sanitation conditions [ 18]. The study site contained 1,965 properties and 2,317 inhabitants
(data from a census that we conducted in July 2019) in an area of 0.082 km? (>28,000 hab/km?)
delimited by two of the main streets in the neighborhood and a local access street (Figure 1). It
is located nearby (within 1 km) the Sdo Marcos Health Unit, an emergency unit where we have
conducted surveillance for arboviral infection among patients with febrile illness and detected
co-circulation of DENV, ZIKV, and CHIKV [7,19].

We randomly selected 200 households within the study site and completed the first
survey cycle in 149 of them, which became our target group for the subsequent surveys; the
remaining 51 households were not surveyed because of refusal or because nobody was found
at home after at least five attempts. Based on the spatial coordinates of the surveyed households,
we verified that they were well distributed within the study site (Figure 1). In addition to the
enrolled households (herein defined as the private area surveyed), we performed entomological
and environmental surveys in the public space within the study site, including all public
structures (vacant public lots, squares, streets, and rainwater drainage structures, such as storm
drains).

The surveys consisted of 1) identification and characterization of potential breeding
sites (any reservoir accumulating water); 2) collection of immature forms (larvae and pupae)
from breeding sites; 3) capture of adult mosquitoes by aspiration (only in the private area and
in storm drains); and 4) installation of ovitraps (only in the private area due to the high risk of
loss in the public area). Additional details about these strategies are provided below. In addition,
during the private area surveys, we interviewed an adult responsible for the household to ask
about the frequency of water supply and use of water storage containers (water reservoirs) in
the house. The inspections were performed two to three days per week during each survey cycle,

from 8:30 am to 2:00 pm (average of 8 weeks of survey per cycle).
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Figure 1. Study area in the Pau da Lima neighborhood, Salvador, Bahia, Brazil. a.
Location of Salvador in Brazil. b. Location of the study area in Salvador. c. Study area showing

the 149 surveyed households.

Note: Due to loss of follow-up, not all the 149 households inspected during the first survey

cycle were inspected during the subsequent survey cycles.

Identification and characterization of potential breeding sites

In each survey, we conducted systematic inspections searching potential breeding sites inside
and outside of all studied households and in all public structures. We defined as potential
breeding sites all kinds of containers or structures with accumulated water, whether covered or
not (except capped pet bottles), which might serve for mosquito reproduction. The spatial
coordinates of all the potential breeding sites in the public area and those of the studied
households were recorded. They were further characterized by type (water tank, vat, tires, etc.),
location (indoor or outdoor, for those found in the households), height to ground level, presence
or absence of surrounding plants or trees, presence or absence of cover/protection, estimated
water volume, presence or absence of organic matter in the water, and presence or absence of
immature forms of mosquitoes in the water. During each survey, residents were instructed on

mechanical procedures to avoid nonintentional water accumulation in their households and to
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properly close any water storage containers to reduce arbovirus transmission risk. Whenever
possible, we eliminated the potential breeding sites found during the surveys. We also estimated
the volume of water in the storm drains by obtaining measures and checking for the presence
of inorganic matter and shading status in the storm drains. In addition, we traced the open

streams and sewer routes that ran through the study area.

Collection of immature forms from breeding sites

All the water from small and movable breeding sites (<3 L) was placed in a white vat to collect
all the immature mosquito forms with a pipette. For fixed and relatively large breeding sites (>
3 L) or storm drains, we passed a larvae net ten times in the water to catch immature forms.
The immature mosquitoes collected from each breeding site were placed in individual falcon
tubes containing 70% alcohol, which were labeled and sent to the Laboratory of Entomology,
located at Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ), Salvador, Bahia, Brazil. The immature
specimens collected were classified into larva or pupa and identified to the lowest possible
identification level using the identification keys in Consoli & Oliveira (1995) and were

quantified [20].

Collection of adult forms from households and storm drains

Prokopack aspirators [21] were used to collect adult mosquitoes inside all selected households
and in storm drains located in the public area. Aspirations were performed for approximately
10 minutes inside the homes and 1 minute in storm drains. The mosquitoes captured in each
household or storm drain were kept in individual closed cups and transported refrigerated on
COs: ice to the Laboratory of Entomology. Two researchers jointly identified the collected
specimens to the lowest possible identification level using the identification keys described by
Consoli & Oliveira (1995) [20]. Mosquitoes were grouped into pools of 1-20 specimens (by
species, date of collection, capture location site, sex, and engorgement status when female) and

stored in freezers at -80°C to be further tested for arboviral infections.

Ovitrap surveys

In each survey cycle, we installed one ovitrap per household (preferably outdoor). The ovitraps,
consisting of a black plastic cup filled with about 350 ml of tap water and an oviposition pallet,
were removed after 5 - 7 days. The pallets were placed in individual plastic Ziploc bags, which
were labeled and transported to the Laboratory of Entomology, where they were examined

under a stereomicroscope (Nikon SMZ 745T) to count Ae. aegypti eggs. When we found
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immatures in the ovitrap water, we placed them in individual falcon tubes containing 70%
alcohol, labeled the tubes, and sent them to the Laboratory of Entomology to be identified as

referred before.

Investigation of arboviral infection in mosquitoes

All available pools of adult female Ae. aegypti mosquitoes were tested for DENV, ZIKV, and
CHIKYV by RT-PCR: 30 pools (35 mosquitoes) and 34 pools (40 mosquitoes) of non-engorged
and engorged mosquitoes, respectively. Pools were disrupted using a Tissue Lyser L-Beader 6
(Loccus, Sdo Paulo, Brazil) containing one zirconia bead and 500uL of fetal bovine serum and
then centrifuged for 10 min at 10,000xg at 4°C. According to the manufacturer's protocol, the
supernatant was used to extract RNA with the Maxwell® 16 Viral Total Nucleic Acid
Purification kit (Promega, Wisconsin, USA). Extraction products were stored at -80°C until
tested by real-time RT-PCR in an ABI Prism 7500 SDS Real-Time cycler (Applied Biosystems,
Foster City, USA) using the CDC TRIOPLEX RT-PCR protocol [22]. Positive and negative

controls were included in all extraction rounds and RT-PCR experiments.

Statistical data analysis and spatial distribution

Data were stored on RedCap (Research electronic data capture — Vanderbilt University,
Nashville, USA) [23]. Statistical analyses were performed using STATA 12 statistical software
(Stata Corp LP, College Station, TX, USA) [24]. For the spatial analyses, we used the ArcGis
10.2.2 geoprocessing program (Esri, Redlands, CA, USA) and the GeoDa program (Geographic
Data Analysis - University of Chicago, IL, USA) [25].

Infestation indices of Ae. aegypti were calculated overall and for each survey cycle as
follows. Container Index (CI): percentage of inspected containers positive for the presence of
Ae. aegypti immature forms; House Index (HI): percentage of inspected households positive
for the existence of Ae. aegypti immature forms; Breteau Index (BI): ratio between the number
of water containers positive for de. aegypti immature forms and the number of inspected
households times 100; Ovitrap Positivity Index (OPI): percentage of ovitraps positive for eggs;
Egg Density Index (EDI): average number of eggs per positive trap; Adults Index (Al):
percentage of households positive for Ae. aegypti adults. The daily averages of temperature and
humidity were calculated for the days of field activities through several measurements obtained
with a digital thermohygrometer during the georeferencing of the breeding sites located in the

public area and during home inspections. We then estimated the mean temperature and
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humidity for each survey cycle based on daily averages. We obtained pluviometric data from
Salvador’s central meteorological station [17]. We used the daily rainfall data for the period
between the start and end of each survey cycle to calculate the average daily levels of rainfall

for each survey cycle.

We calculated the entomological indices for the private and public areas for the overall
study period and for the four survey cycles separately. We used the Chi-square test or Fisher's
exact test to investigate the association between specific characteristics of the potential breeding
sites (such as being covered and surrounded by plants) with the presence of immature forms of
Ae. aegypti inside it, as well as the association of household entomological indicators (existence
of eggs, immatures, and adults) with household social and environmental characteristics (such
as reported regularity of water supply (yes or no), presence of water storage container (yes or
no), level to the ground (ground or above ground), number of inhabitants within the household
(<5 or >5), type of street pavement (paved or not), and type of residence construction (with
or without plastered walls). The level of statistical significance was set at 5%. Finally, Kernel
density ratios were used to represent the spatial distribution of the Ae. aegypti density indices
overall and for each survey cycle. The denominator for the density-ratio calculations were the
surveyed households for the immature index, the aspirated households for the adult index, and
those with recovered ovitraps for the egg index. Univariate Local Moran's I test was used to
investigate the existence of spatial clustering for each of the Ae. aegypti indices (eggs,

immatures, and adults) overall and for each survey cycle.

Results

Detection of Ae. aegypti potential breeding sites

During the first survey cycle, we were able to inspect 149 households. In subsequent cycles,
the number of households examined decreased due to loss of follow-up (moving of residents of
the selected households, refusals, or inability to find someone who could receive our team), and
we inspected 112, 98, and 89 households in each of the following three surveys in the private

area; totalizing 448 household inspections during the study period (Figure S1).

Overall, 316 water containers or structures with the potential to serve for de. aegypti
reproduction were found in the private area during the four survey cycles. This represents 70.5
potential breeding sites per 100 inspected households during the four survey cycles. Despite the

high frequency of potential breeding sites in the private area, Ae. aegypti immature forms were
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only found in 18 water containers (Table 1). Thus, the relative frequency of breeding sites
positive for Ae. aegypti immature forms in the private area (CI) was 5.7% (18 out of 316
potential breeding sites). The relative frequency of households positive for Ae. aegypti
immature forms (HI) was 4.0% (18 out of 448 inspected households) (Table 1). As in all
households where we found water containers with immature forms of Ae. Aegypti only had one
water container positive for the presence of Ae. Aegypti, the HI, and the BI were the same during
the study.

During the four survey cycles, 186 water containers or structures with the potential to
serve for Ae. aegypti reproduction were found in the public area, of which only seven (3.7%)
contained immatures of Ae. Aegypti (Table 1). This CI (3.7%) was not statistically different
from that observed in the private area (5.7%) (P = 0.33). Notably, the study area only had one
storm drain, which was dry in all four survey cycles; therefore, no mosquitoes (immature or

adult) were collected.

Quantification of immature forms of Ae. aegypti by breeding site type

The 18 water containers with immatures of Ae. aegypti found in the private area harbored 595
immatures of Ae. aegypti. Among the types of water containers identified during the four
surveys, the most productive for Ae. aegypti were water buckets, water tanks (connected to the
water supply service), and plastic containers, which contributed to 393 (66.1%), 72 (12.1%),
and 71 (11.9%) of the collected specimens of Ae. aegypti immatures, respectively (Table S1).
The seven water containers with Ae. aegypti immatures in the public area harbored a
total of 283 specimens. Plastic tarps on the ground (138 specimens; 48.7%), stream/ditch
(puddled) (99 specimens; 35%), and water tanks (19 specimens; 6.7%) contributed to most of
the Ae. aegypti immature specimens that we found in the public area during the four surveys

(Table S2).

Household indices of de. aegypti eggs and adults

During the four survey cycles, 373 ovitraps were installed and recovered intact in the private
area. Of them, 157 were positive for the presence of eggs (OPI: 42.1%), and 7,299 eggs were
counted on the pallets (EDI: 46.5 eggs). We also performed indoor aspirations in 446
households and captured adult Ae. aegypti in 81 (18.2%) (Table 1).

Detection of non-Ae. aegypti species




59

We did not find immatures of non-Ae. aegypti species in the private area. However, we found
immatures of Culex quinquefasciatus in the public space during the survey cycles 2 and 3 (2
and 31 immatures of Cu. quinquefasciatus in each of these cycles, respectively). All of the 33
(100%) Cu. quinquefasciatus immatures collected in the public area were caught in
streams/ditches (puddled water). Also, during the indoor aspirations, we captured 101 adult
specimens of Cu. quinquefasciatus in 55 (12.3%) of the 446 aspirations. Adults of Cu.

quinquefasciatus were aspirated in the four survey cycles.

Temporal variation of 4e. aegypti entomological indices during the four cycles

Table 1 and Figure 2 show the measured entomological indices for each survey cycle. Although
some of the indices were relatively similar between the four surveys (such as CI, HI/BI, Al),
this was not always the case (such as the frequency of potential breeding sites per surveyed
household, the average number of Ae. aegypti immatures per positive breeding site, OPI, and
EDI). Yet, we did not observe any systematic pattern among the indices during the four surveys
or even between the two pairs of surveys performed during the same period of different years
(cycles 1 and 3, and cycles 2 and 4). We also did not observe substantial variation in the daily
temperature (range: 29.5 °C to 31.5 °C), humidity (61% to 65%), and rainfall levels (3.6 mm to
4.6 mm) during the four survey cycles (Figure 2) that could potentially explain the differences

of the entomological indices among the cycles.

Spatial distribution of Ae. aegypti entomological indices

The kernel density-ratio maps (Figure 3) and the supplementary figures (Figure S2) illustrate
the spatial distribution of the presence of egg, immature and adult forms of Ae. aegypti for the
surveyed households for the overall study period and each survey cycle separately. The visual
analysis of the maps did not reveal any hotspot that was consistently detected by more than one
of the entomological markers within each survey cycle, and overall, nor did it depict any
clustering of a specific indicator between the cycles. Furthermore, the local Moran’s I analysis
for spatial autocorrelation did not show any spatial clustering for the different de. aegypti

forms.

Factors associated with detection of Ae. aegypti immatures, eggs. and adults

Considering the four survey cycles in the private area, we found that the immatures of Ae.
aegypti were more frequently detected in containers located outdoor (6.5%) compared to those

located indoor (3.4%) (P = 0.41); in containers without coverage/protection (11%) compared
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to those with cover/protection (3.5%) (P = 0.01); in containers surrounded by plants or trees
(14.7%) compared to those that were not (5%) (P = 0.02); and in containers whose water had
visual evidence of organic matter (26.8%) compared to those without (3.6%) (P <0.01) (Table

2), but not all of these differences were statistically significant.

Similarly, using the data from the four surveys in the public area, we found that the
frequency in which the breeding sites located in the public space had immatures of Ae. aegypti
was higher when the breeding sites did not have coverage/protection (3.8%) compared to when
they did (0.0 %) (P = 1.00); when there were no plants or trees around them (5.3%) compared
to when there were (0.0%) (P = 0.10); and when there were organic matters in the water (5.3%)
compared to when there was not (2.7%) (P = 0.44) (Table 2). However, none of these

differences were statistically significant.

We also investigated whether specific household characteristics were associated with
the detection of Ae. aegypti eggs, immatures, or adults. The only statistically significant
association found was between the presence of containers for water storage in the household
and the detection of Ae. aegypti immatures (6.5% of the households with containers for water

storage had immatures detected, vs. 1.7% of the households without them, P=0.01) (Table 3).

Investigation of arbovirus RNA in the pools of adult Ae. aegypti captured

The 64 pools of adult female specimens of Ae. aegypti (34 pools of engorged and 30 pools of
non-engorged mosquitoes) were tested by qRT-PCR for DENV, ZIKV, and CHIKV. The pools
size ranged from 1 to 3 mosquitoes (median: 1). All tests were negative for the three

arboviruses.
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Table 1. Frequency of entomological indices for the private and public areas for the overall

study period and for the four survey cycles separately, Pau da Lima neighborhood, Salvador,

Brazil, September 2019 to April 2021.

Entomological index, according to type of area

Survey cycle

Overall 1 2 3 4
Private area
Number of inspected households 448 149 112 98 89
Number of potential breeding sites 316 107 111 67 31
Frequency of potential breeding sites per 100 households 70.5 71.8 99.1 68.3 34.8
Number of potential breeding sites positive for Ae. aegypti 18 5 6 5 >
immatures
fravney ofpontal rdngsiesposthe o de opt 3 g sa 14 o
House and Breteau indices, percentage 4.0 33 53 5.1 2.2
Total number of Ae. aegypti immatures in breeding sites 595 204 269 55 67
;Aitveerage number of Ae. aegypti immatures per positive breeding 33 408 448 1 335
Number of recovered ovitraps 373 126 90 85 72
Number of recovered ovitraps with eggs 157 60 33 35 29
Ovitrap Positivity Index, percentage 42.1 47.6 36.6 41.1 40.2
Total number of eggs in the ovitrap pallets 7,299 4,075 835 1,681 708
Egg Density Index, average 46.5 68 25.3 48 24.4
Number of households undergoing mosquito aspiration 446 147 112 98 89
Number of households with Ae. aegypti adults captured 81 19 23 22 17
Adult Index, percentage 18.2 12.9 20.5 22.4 19.1
Public area
Number of potential breeding sites 186 89 19 58 20
Number of potential breeding sites positive for Ae. aegypti 7 3 1 ) 1
immatures
Erequency of potential breedipg si'tes positive for Ae. aegypti 3.7 33 59 34 5
immatures, percentage (container index)
Total number of Ae. aegypti immatures in breeding sites 283 29 138 115 1
Average number of Ae. aegypti immatures per positive breeding 40 4 9.6 138 575 1

site
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Table 2. Overall result for the four survey cycles of the frequency of Ae. aegypti immatures
collected in breeding sites (water containers) located in the private and public areas, according
to observed characteristics of the breeding site, Pau da Lima neighborhood, Salvador, Brazil,

September 2019 to April 2021.

Characteristic of the potential No. of No. with  Frequency of
. . P l
breeding site potentlz;li tl;reedmg Ae. aegypti positive vatue
Private area
Location
Outdoor 228 15 6.5% 0.41
Indoor 88 3 3.4% '
Cover/protection
Y 225 8 3.5%
© ’ 0.01
No 91 10 11.0%
Presence of plants or trees around *
Yes 34 5 14.7%
.02
No 258 13 5.0% 0.0
Organic matter in the water *
Y 41 11 26.8°
es 6.8% <0.01
No 195 7 3.6%
Public area
Cover/protection
Yes 2 0 0.0%
1.
No 184 7 3.8% 00
Presence of plants or trees around
Y 55 0 0.0%
© ’ 0.10
No 131 7 5.3%
Organic matter in the water *
Yes 75 4 5.3%
0.44
No 109 3 2.7%

*These characteristics could not be observed in all the containers.



65

Table 3. Overall result for the four survey cycles of the frequency of Ae. aegypti indicators (eggs, immatures and adults), according to the socio-

environmental characteristics of the household, Pau da Lima neighborhood, Salvador, Brazil, September 2019 to April 2021.

Socio-environmental characteristics of Number of households % of P Number of households % of P Number of households % of P
the households Tnspected With positive value With With positive  value Aspirated With positive value
Ae. aegypti recovered Ae. aegypti Ae. aegypti
immature ovitrap egg adult
Irregular water provision
Yes 240 11 4.5% 0.51 201 81 40.2% 0.44 238 65 27.3% 043
No 208 7 3.3% 172 76 44.1% 208 50 24.0%
Water storage containers (water reservoirs)
Yes 215 14 6.5% 0.01 183 72 39.3% 0.29 214 59 27.5% 0.40
No 233 4 1.7% 190 85 44.7% 232 56 24.1%
Floor level
Ground 341 12 3.5% 0.33 283 125 44.1% 0.14 339 92 27.1% 0.24
First or second 107 6 5.6% 90 32 35.5% 107 23 21.4%
Residence located on an unpaved street
Yes 4 0 0.0% 1.00 4 1 25.0% 0.64 4 1 25.0% 1.00
No 444 18 4.0% 369 156 42.2% 442 114 25.7%
Type of residence construction
Plastered walls 442 17 3.8% 0.21 369 154 41.7% 0.31 441 115 26.0% 0.33
Unplastered walls 6 1 16.6% 4 3 75.0% 5 0 0.0%
No. of inhabitants
<5 414 17 4.1% 1.00 345 149 43.1% 0.13 413 104 25.1% 0.30
>5 34 1 2.9% 28 8 28.5% 33 11 33.3%

Note: The total number of households for each of the evaluated outcomes (eggs, immatures or adults) varies because we only analyzed households

that had ovitraps recovered, whose breeding sites were accessible for evaluation of immatures, or that were aspirated.
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Table S1. Frequency of Ae. aegypti immatures collected in breeding sites (water containers) located in the surveyed households during the four

cycles of entomological surveys performed at the Pau da Lima neighborhood, Salvador, Brazil (Survey cycle 1: September-December, 2019;

Survey cycle 2: January-April, 2020; Survey cycle 3: September-December 2020; Survey cycle 4: January-April 2021).

Type of water container Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4 Total
identified during the No. of No. with  No. of Ae. No. of No. with  No. of Ae. No. of No. with  No. of 4e. No. of No. with  No. of Ae. No. of No. with  No. of Ae.
surveys containers Ae. aegypti aegypti containers Ae. aegypti aegypti containers Ae. aegypti aegypti containers Ae. aegypti aegypti containers Ae. aegypti aegypti
(%) (%) specimens (%) (%) specimens (%) (%) specimens (%) (%) specimens (%) (%) specimens
Water bucket 41 (38.4) 2(4.8) 144 49 (44.1) 3(6.1) 249 20(29.9) 0 (0.0) 0 4(12.9) 0 (0.0) 0 114 (36.1)  5(4.3) 393
y;girstsglgi;‘s’;nvﬁgfd othe 35358y 0(0.0) 0 19(17.2)  0(0.0) 0 28(41.8)  1(3.5) 5 21(67.8)  2(9.5) 67 103 (32.6)  3(2.9) 7
Watter vat 10 (9.4) 1 (10.0) 1 12 (10.8) 0 (0.0) 0 5(7.4) 0 (0.0) 0 13.2) 0 (0.0) 0 28 (8.9) 1(3.5) 1
gjﬁ‘;{gﬁ;gﬁ;ggxgé"d o g 7.4 0(0.0) 0 98.1)  2(222) 6 8(11.9)  1(12.5) 27 5161  0(0.0) 0 30 9.5) 3(10) 3
Plastic container 7(6.5) 1(14.2) 57 11 (9.9) 1(9) 14 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 18 (5.7) 2(11.1) 71
Plant vase 2(1.9) 1 (50.0) 2 1(0.9) 0 (0.0) 0 1(1.5) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 4(1.3) 1(25) 2
Cistern 1(0.9) 0 (0.0) 0 1(0.9) 0 (0.0) 0 1(1.5) 1 (100) 15 0 (0.0) 0 (0.0) 0 3(1) 1(33.3) 15
Bottle / can 1(0.9) 0 (0.0) 0 2(1.8) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 3(1) 0 (0.0) 0
Religious object 0 (0.0) 0 (0.0) 0 1(0.9) 0 (0.0) 0 1(1.5) 1 (100) 4 0 (0.0) 0 (0.0) 0 2(0.6) 1(50) 4
Sink 1(0.9) 0 (0.0) 0 1(0.9) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 2(0.6) 0 (0.0) 0
Home drain 0 (0.0) 0 (0.0) 0 1(0.9) 0 (0.0) 0 1(1.5) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 2(0.6) 0 (0.0) 0
Toilet tank 0 (0.0) 0 (0.0) 0 2(1.8) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 2(0.6) 0 (0.0) 0
Pan/cauldron 1(0.9) 0 (0.0) 0 1(0.9) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 2(0.6) 0 (0.0) 0
Broken fan 0 (0.0) 0 (0.0) 0 1(0.9) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 1(0.3) 0 (0.0) 0
Concrete block 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 1(1.5) 1(100) 4 0 (0.0) 0 (0.0) 0 1(0.3) 1(100) 4
Gallon water 0 (0.0) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 1(1.5) 0 (0.0) 0 0 (0.0) 0 (0.0) 0 1(0.3) 0 (0.0) 0
Total 107 (100)  5(4.6) 204 111 (100) 6 (5.4) 269 67 (100) 5(7.4) 55 31 (100) 2 (6.4) 67 316 (100) 18 (5.7) 595
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Table S2. Frequency of Ae. aegypti immatures collected in breeding sites (water containers) located in the public area during the four cycles of

entomological surveys performed at the Pau da Lima neighborhood, Salvador, Brazil (Survey cycle 1: September-December, 2019; Survey cycle

2: January-April, 2020; Survey cycle 3: September-December 2020; Survey cycle 4: January-April 2021).

Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4 Total
Type of water container  No. of No.with  No. of Ae. No. of No.with  No.ofde. o Of No.with  No.ofde. MO o with  No.ofde N Nowith  No.of 4e.
identified during the containers . . containers . . containers . . containers . . containers . .
surveys (%) Ae. aegypti aegypti (%) Ae. aegypti aegypti (%) Ae. aegypti aegypti (%) Ae. aegypti aegypti (%) Ae. aegypti aegypti

(%) specimens (%) specimens (%) specimens (%) specimens (%) specimens

Plastic container 46 (51.7) 0(0.0) 0 421 0(0.0) 0 32(55.2) 1(3.1) 17 5(25) 0(0.0) 0 87 (46.8) 1(1.1) 17
Stream / ditch (puddled) 16 (18) 0(0.0) 0 6(31.6) 0(0.0) 0 12 (20.7) 1(8.3) 98 10 (50) 1 (10) 1 44 (23.6) 2 (4.5) 99
Puddle 10 (11.2) 0(0.0) 0 5(26.4) 0(0.0) 0 5(8.7) 0(0.0) 0 3(15) 0(0.0) 0 23 (12.3) 0(0.0) 0
Plastic bag 5(5.8) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 1(L.7) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 6(3.1) 0(0.0) 0
Water bucket 3(3.4) 0(0.0) 0 1(5.2) 0(0.0) 0 1(L.7) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 5(2.6) 0(0.0) 0
Bottle / can 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 3(5.2) 0(0.0) 0 1(5) 0(0.0) 0 4.1 0(0.0) 0
Styrofoam box 1(L.1) 0(0.0) 0 1(5.2) 0(0.0) 0 1(L.7) 0(0.0) 0 1(5 0(0.0) 0 42.1) 0(0.0) 0
Toilet (unused) 1(L.1) 1 (100) 5 0(0.0) 0(0.0) 0 1(L.7) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 2(D) 1 (50) 5
Plastic tarp on the ground 0(0.0) 0(0.0) 0 2(10.6) 1 (50) 138 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 2(D) 1 (50) 138
Blender cup 1(L.1) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 1(0.6) 0(0.0) 0
Construction debris 1(L.1) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 1(0.6) 0(0.0) 0
Sewer 1(L.1) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 1(0.6) 0(0.0) 0
Umbrella 1(L.1) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 1(0.6) 0(0.0) 0
Metal cover 1(L.1) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 1(0.6) 0(0.0) 0
Water tank 1(L.1) 1 (100) 19 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 1(0.6) 1 (100) 19
Washing machine 1(1.1) 1 (100) 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0 (0.0) 0 1(0.6) 1 (100) 5
(unused)
Sink plunger 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0 1(L.7) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 1(0.6) 0(0.0) 0
Plastic pool (abandoned) 0(0.0) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 1(L.7) 0(0.0) 0 0(0.0) 0(0.0) 0 1(0.6) 0(0.0) 0
Total 89 (100) 33.3) 29 19 (100) 1(5.2) 138 58 (100) 234 115 20 (100) 1(5) 1 186 (100) 73.7) 283
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Figure S1. Study area and surveyed households in each of four survey cycles, Pau da Lima
neighborhood, Salvador, Brazil. a. Survey cycle 1: September-December, 2019. b. Survey

cycle 2: January-April, 2020. ¢. Survey cycle 3: September-December 2020. d. Survey cycle
4: January-April 2021.
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Figure S2. Spatial distribution of study households according to the collection of Aedes
aegypti immatures, adults, and eggs overall and for each survey cycle, Pau da Lima
neighborhood, Salvador, Brazil. a. Overall (four cycles) b. Survey cycle 1: September-
December, 2019. ¢. Survey cycle 2: January-April, 2020. d. Survey cycle 3: September-
December 2020. e. Survey cycle 4: January-April 2021.
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Discussion

This series of entomological surveys in a Brazilian urban slum support that Ae. aegypti
reproduction can occur in households or public spaces. However, although the relative
frequency in which immatures of Ae. aegypti were found in water containers located in the
private area was relatively similar to that found in the public space (5.7% and 3.7%,
respectively), the absolute number of potential breeding sites in the private area was much
higher compared to the public area (316 versus 186), and the total number of breeding sites
containing immature specimens of Ae. aegypti as well (18 versus 7). These differences could
have been even more significant if we had surveyed all households in the study site rather than
a sample. Despite the relatively more significant role of the household environment in Ae.
aegypti reproduction, integrated actions to reduce vector infestation need to target both spaces.

We found that water buckets and tanks were the most frequent types of water containers
in the private area and those that most contributed to the growth of Ae. aegypti immatures in
this area. Notably, in 70% of the survey inspections, we found a potential breeding site in the
households, and most often, they were a type of water reservoir used to store water for daily
needs. Furthermore, the presence of a water storage reservoir was significantly associated with
detecting immatures in the house, reinforcing those containers used to accumulate water were
the mainstay for Ae. aegypti proliferation in this community [5,26-28]. A regular supply of
potable water to households is thus a pivotal action to reduce the population’s need for water
storage, potentially impacting Ae. aegypti reproduction and arboviral transmission risk.

We also found that Ae. aegypti preferred to breed in water sources outside the house
rather than indoors. The difference in the frequency of immatures between water sources
located inside and outside the household was almost twice, although not statistically significant.
Similar findings have been reported in other studies and may have important epidemiological
implications for vector control practices [5,6,29,30]. As expected, the frequency of immatures
in water sources that were covered was much lower than those that were not. Thus, given the
observed need of urban slum communities to store water, intersectoral actions must be carried
on by the health, infrastructure, and education authorities to instruct the population regarding
the importance of adequately closing their water tanks, as well as that the state provide covered
water tanks for those who can't afford them [31]. Differently, in the studied public area, most
mosquito breeding sites comprised water accumulated in the urban environment, such as
puddled water or abandoned containers and garbage, which cannot be covered. Thus, the

interventions to mitigate Ae. aegypti reproduction in the public space must be based on
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sanitation measures, including improving the water drainage system and solid waste
management.

Other container characteristics can also influence the capacity of the accumulated water
to serve as a breeding site [32]. In our study, the presence of organic matter in the water favored
the detection of Ae. aegypti immatures in both the private and public areas (Table 2). Although
Culex mosquitoes are those that typically reproduce in water rich in organic matters [20], our
finding reinforces others, showing that Ae. aegypti has adapted to produce in non-traditional
breeding sites that are rich in organic matter, such as rainwater drainage structures and sewers
[14-16,31]. We also found that the presence of vegetation surrounding the water containers
largely increased the positivity of the breeding site for immatures in the private area (Table 2).
Proximity to vegetation might affect container positivity as vegetation is a vital sugar feeding
resource and serves as a resting site for mosquitoes[32].

Climatic factors in Salvador do not vary much. Average temperatures vary by 2.8 °C
throughout the year, and the average rainfall difference between the driest (December) and the
wettest month (May) of the year is only 138 mm [33]. In places where the climatic factors
present more significant variation, entomological indices fluctuation may be more evident,
usually showing an increase Ae. aegypti infestation at higher temperatures and lower
precipitation [29,32,34]. The non-observation of any specific trend in the Ae. aegypti infestation
indices measured during the four survey cycles may therefore reflect the slight fluctuation of
Salvador’s climatic conditions.

We found an oscillation in the frequency of potential breeding sites in the private area
over the four survey cycles and a substantial decrease in the last one (Table 1). This reduction
may reflect the guidance given by the researchers to the inhabitants during each household visit.
Despite this reduction in the potential breeding sites found, the frequency of breeding sites with
Aedes aegypti immatures did not vary significantly during the four cycles (Table 1), indicating
that the Ae. aegypti positivity did not differ remarkably even when there was a reduction of
available breeding sites.

Regarding the Ae. aegypti entomological indicators, there is no consensus on which of
them (eggs or immatures) would be more adequate to predict the presence of the adult mosquito,
the stage directly linked to arbovirus transmission. Manrique-Saide et al. (2014) showed an
association between outdoor ovitrap and indoor adult positivity, suggesting that ovitrap
collections may represent a practical method of monitoring the presence of indoor Ae. aegypti
females [35]. They and other authors have shown that surveys based on oviposition traps may

be more sensitive than indoor adult mosquito collection [35-37]. In this study, the OPI was
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approximately two times higher than the AI for each cycle; compared with the other
entomological indices, the OPI was the most representative in all cycles (Table 1). As the adult
Ae. aegypti is the most critical stage for arboviral transmission [38], and oviposition traps are
the most sensitive method to predict the presence of the adult mosquito, the applicability of
traditional indices based on Ae. aegypti larvae or pupae as indicators of adult infestations used
by vector control programs remains questionable.

In this study, we found no consistent pattern in the spatial distribution of the Ae. aegypti
eggs, immatures of adults, neither among them nor for each of them over time. These findings
may be because our surveys were carried out in a small area with relatively similar social and
environmental characteristics, which could explain the occurrence of Ae. aegypti hotspots. In
other studies, performed in larger areas, researchers demonstrated that each particular region
had its own vector spatial dynamics. Despite that, hotspots observed during one survey did not
necessarily predict hotspots at the same location during subsequent surveys, since the
environmental characteristics are dynamic [39,40]. In addition, the discordance that we
observed between the areas where eggs, immatures, and adults were found may suggest that
when used separately, none of these entomological indicators is accurate enough to capture the
spatial distribution of Ae. aegypti in an urban slum.

Although we did not find any positive mosquito pools for DENV, ZIKV, and CHIKYV,
Salvador has been an epicenter for epidemics of these arboviruses [1,41,42]. Detecting
arbovirus in mosquitoes is challenging during non-epidemic periods, especially when mosquito
captures are not guided by the presence of human infected cases in the local. This may explain
the negative results in our tested pools. In Salvador, a massive transmission of CHIKV occurred
between the second and third survey cycles (a period when we could not perform entomological
surveys due to the isolation recommendations because of the COVID-19 pandemic) [43]. In
addition, during the whole study period, the transmission of DENV and ZIKV in Salvador was
very low [44,45]. Finally, we tested a relatively small number of mosquitoes, which reduced
the chance of arbovirus detection.

Our study has other limitations. Due to the pandemic, it was impossible to carry out
field activities between May and August 2020. The relatively short period of study could have
hindered the identification of temporal patterns regarding the Ae. aegypti indices. Besides, 60
(40%) of the households were lost-to-follow-up during the four survey cycles, and not all
installed ovitraps were successfully recovered. These two factors may have limited the power

of our analysis.
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Conclusion

Our findings highlight the versatility of Ae. aegypti mosquitoes, which can reproduce in various
habitats in urban slums, challenging prevention of arbovirus transmission in such settings. As
we found that household storage of water and uncovered accumulation of water in the
households as well as in ditches and solid wastes disposals are critical for Ae. aegypti
proliferation, efforts should be made to improve basic sanitation services in slums, especially
provision of regular water supply, rainwater drainage, and solid waste management. Despite
we have used different strategies for monitoring the levels of Ae. aegypti infestation, including
using oviposition traps and adult mosquitoes capture, we did not find evidence to support the
existence of vector Aotspots in the study site. This may suggest that Ae. aegypti reproduction is
widespread in urban slums and that focal interventions to reduce the vector may have limited

effectiveness. Further studies in large slum areas are needed to confirm our findings.
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Figure legends

Figure 1. Study area in the Pau da Lima neighborhood, Salvador, Bahia, Brazil. a.
Location of Salvador in Brazil. b. Location of the study area in Salvador. ¢. Study area showing
the 149 surveyed households.

Note: Due to loss of follow-up, not all the 149 households inspected during the first survey

cycle were inspected during the subsequent survey cycles.

Figure 2. Entomological indices and climatic measurements for the four survey cycles
(cycle 1: September-December, 2019; cycle 2: January-April, 2020; cycle 3: September-
December 2020; cycle 4: January-April 2021). Private area: a. Container index (frequency of
potential breeding sites positive for Ae. aegypti immatures). b. Average number of Ade. aegypti
immatures per positive breeding site ¢. House index (frequency of household with immatures in
container) and Breteau Index (frequency of container with immatures per inspected households). d.
Ovitrap Positivity Index (frequency of positive ovitraps). e. Egg Density Index (average number of eggs
per positive trap). f. Adult Index (frequency of household with adults indoor). Public area: g. Container
index. h. Average number of Ae. aegypti immatures per positive breeding site. Climatic measurements:
i. Temperature (average values of the collection days). j. Humidity (average values of the collection

days). k. Rainfall (average values of the cycle period).

Figure 3. Kernel density-ratio maps representing densities of dedes aegypti indices in the
study area in the Pau da Lima neighborhood, Salvador, Brazil, for the overall and for the
four survey cycles separately a. Overall (four cycles) b. Survey cycle 1: September-December,
2019. ¢. Survey cycle 2: January-April, 2020. d. Survey cycle 3: September-December 2020.
e. Survey cycle 4: January-April 2021.

Tables legends
Table 1. Frequency of entomological indices for the private and public areas for the overall
study period and for the four survey cycles separately, Pau da Lima neighborhood, Salvador,

Brazil, September 2019 to April 2021.

Table 2. Overall result for the four survey cycles of the frequency of Ae. aegypti immatures
collected in breeding sites (water containers) located in the private and public areas, according
to observed characteristics of the breeding site, Pau da Lima neighborhood, Salvador, Brazil,

September 2019 to April 2021.
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Table 3. Overall result for the four survey cycles of the frequency of Ae. aegypti indicators
(eggs, immatures and adults), according to the socio-environmental characteristics of the
household, Pau da Lima neighborhood, Salvador, Brazil, September 2019 to April 2021.

Note: The total number of households for each of the evaluated outcomes (eggs, immatures or
adults) varies because we only analyzed households that had ovitraps recovered, whose

breeding sites were accessible for evaluation of immatures, or that were aspirated.

Supplementary information

Additional file 1:

Figure S1. Study area and surveyed households in each of four survey cycles, Pau da Lima
neighborhood, Salvador, Brazil. a. Survey cycle 1: September-December, 2019. b. Survey
cycle 2: January-April, 2020. ¢. Survey cycle 3: September-December 2020. d. Survey cycle
4: January-April 2021.

Figure S2. Spatial distribution of study households according to the collection of Aedes
aegypti immatures, adults, and eggs overall and for each survey cycle, Pau da Lima
neighborhood, Salvador, Brazil. a. Overall (four cycles) b. Survey cycle 1: September-
December, 2019. ¢. Survey cycle 2: January-April, 2020. d. Survey cycle 3: September-
December 2020. e. Survey cycle 4: January-April 2021.

Additional file 2:

Table S1. Frequency of Ae. aegypti immatures collected in breeding sites (water containers)
located in the surveyed households during the four cycles of entomological surveys performed
at the Pau da Lima neighborhood, Salvador, Brazil (Survey cycle 1: September-December,
2019; Survey cycle 2: January-April, 2020; Survey cycle 3: September-December 2020; Survey
cycle 4: January-April 2021).

Table S2. Frequency of Ae. aegypti immatures collected in breeding sites (water containers)
located in the public area during the four cycles of entomological surveys performed at the
Pau da Lima neighborhood, Salvador, Brazil (Survey cycle 1: September-December, 2019;
Survey cycle 2: January-April, 2020; Survey cycle 3: September-December 2020; Survey
cycle 4: January-April 2021.
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6 DISCUSSAO

Embora, durante o monitoramento no Parque da Cidade, ndo encontramos espécies do
género Haemagogus ou Sabethes, incriminadas como principais vetores do YFV no ciclo
silvestre, outras espécies transmissoras de arbovirus foram encontradas nesta area. Ae. aegypti
e Ae. albopictus, os principais vetores do DENV, ZIKV e CHIKYV foram coletadas, assim como
o Ae. scapularis, espécie considerada como potencial vetor do YFV (SHANNON; WHITMAN;
MARIOFRANCA, 1943). Além da competéncia desta espécie para transmissdo do YFV, o Ae.
scapularis estd envolvido na transmissdo do virus Rocio, um virus que causou diversos surtos
de meningoencefalite na década de 1970 em comunidades litoraneas do sul do estado de Sao
Paulo, regido também coberta por vegetacao de floresta ombroéfila densa (MITCHELL et al.,
1977; MITCHELL; FORATTINI, 1984). Além disso, o Ae. scapularis foi encontrado
naturalmente infectado por varios arbovirus no Brasil, como os virus Caraparu, [lhéus, Kairi,
Maguari, Melao e Mucambo (AITKEN; ANDERSON, 1959; SEGURA; CASTRO, 2007).

Além das espécies de Aedes, ouras espécies como Culex quinquefasciatus, Psophora
ferox (Von Humboldt, 1819), Wyeomyia spp. e Limatus sp. foram encontradas e também
apresentam potencial de transmissao de arbovirus. Coletamos trés espécimes de Ps. ferox, uma
espécie da tribo Aedini que ¢ preferencialmente diurna e geralmente se reproduz em pocas
temporarias que se enchem com a 4gua da chuva (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). De acordo
com esse padrdo, os trés espécimes foram coletados por atracdo humana em area de floresta
ombroéfila densa. Dois deles foram encontrados no mesmo ponto de coleta, ~200 m da lagoa
que se seca sazonalmente, e o outro a ~240 m dessa lagoa. Esses pontos de coleta estavam entre
os mais proximos da lagoa (o 2° e o 4° mais proximos). No Brasil, Ps. ferox foi encontrado
naturalmente infectado pelos virus Roccio, Caraparu, Ilhéus, Maguari, Mayaro, Melao, Oriboca
e Una (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; LOPES et al., 1981; SEGURA; CASTRO, 2007).
Assim, apesar de escassa, sua presenca no parque pode representar um risco adicional de
transmissdo de arbovirus em humanos e animais silvestres.

Os mosquitos da tribo Aedini foram relativamente incomuns no Parque da Cidade em
comparac¢do com os da tribo Culicini, especificamente o Cx. quinquefasciatus, que representou
92,6% de todos os espécimes coletados. A maior abundancia de Cx. quinquefasciatus pode ser
parcialmente explicada pelo hébito noturno desta espécie e por ser altamente atraido por luzes
artificiais. Sendo assim, nossa estratégia de coleta, que incluiu o uso de duas armadilhas CDC
com adi¢do do atrativo de gelo seco (CO2) por 17h durante a noite pode ter favorecido a coleta

dessa espécie. No Brasil, o Cx. quinquefasciatus é considerado um vetor secundario do virus
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Oropouche, um virus que tem causado varios surtos na regido amazodnica brasileira (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994; MOURAO et al., 2009). Cx. quinquefasciatus também foi encontrado
infectado por outros arbovirus, como o virus da Encefalite de Saint Louis e o virus do Nilo
Ocidental nos Estados Unidos, virus da Encefalite Venezuelana no Panama e do Nilo Ocidental
em Guatemala (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; KENT, CRABTREE; MILLER, 2010;
LILLIBRIDGE et al., 2004; MEYER; HARDY; PRESSER, 1983). Embora ainda controverso
(FERNANDES et al., 2016; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2018; ROUNDY et al.,2017),
alguns estudos sugerem um papel potencial do Cx. quinquefasciatus na transmissdo do ZIKV
(AYRES et al., 2017; GUEDES et al., 2017; SMARTT et al., 2018).

Nossos achados sugerem que parques urbanos com fragmentos de Mata Atlantica
podem oferecer oportunidades de transmissdo de virus de mosquitos para humanos uma vez
que podem abrigar diferentes espécies de mosquitos, possiveis vetores de arbovirus e devido a
sua aproximagdo com seres humanos. A deteccao de PNHs infectados com o YFV em 2017 no
Parque da Cidade e em fragmentos de mata adjacentes (PAPLOSKI et al., 2017), chama a
atencdo para a importancia desses fragmentos, uma vez que houve circulacdo do YFV e pela
frequéncia de pessoas que circulam esses locais, as quais podem estar expostas a infecgdes por
este virus. Além disso, Salvador apresenta alta infestacdo do Ae. aegypti um vetor competente
na transmissdo do YFV o que juntamente com os demais fatores mencionados, aumenta o risco
de reurbanizacdo da Febre Amarela. Além do risco de reurbanizacdo da FA também ha um
risco da ocorréncia de novos ciclos silvestres dos virus DENV, ZIKV e CHIKV os quais,
atualmente circulam no meio urbano no Brasil, porém sdo virus de natureza primariamente
silvestres (ALTHOUSE et al., 2016; TERZIAN et al., 2018; WEAVER, 2013).

Em relagdo aos diferentes tipos de ecossistemas presentes no remanescente de mata
atlantica do Parque da Cidade, as areas de floresta ombrofila densa apresentaram maior
abundancia de Culicideos quando comparadas com as areas de floresta de restinga. Em
contrapartida, mais de 90% dos espécimes coletados na floresta ombrofila densa eram Cx.
quinquefasciatus, enquanto que na floresta de restinga houve uma maior uniformidade na
distribuigdo das espécies encontradas. Além disso, os valores referentes aos indices de
diversidades (Shannon-Wiener e Equabilidade de Pielou), foram relativamente maiores nas
areas de restinga. Esses achados sugerem que florestas de restinga sdo importantes para a
manuten¢do da diversidade de Culicideos. No que se refere aos métodos de coleta, nossos
resultados mostraram que as armadilhas do tipo CDC (solo e copa) foram relativamente mais
produtivas em termos do nimero de mosquitos coletados em comparagdo ao método de atracao

humana protegida e esclarecida. No entanto, em relacdo a diversidade e uniformidade na
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distribuicdo das espécies coletadas, o método de atracdo humana foi relativamente mais
eficiente.

No que concerne aos monitoramentos ambientais em uma comunidade urbana em
situacdo de vulnerabilidade socioecondmica, demonstramos que reservatorios de dgua como
tanque, baldes e caixas d’agua por exemplo, sdo os principais criadouros encontrados na area
privada que contribuiram para reprodugdo do Ae. aegypti (maior nimero de mosquitos imaturos
coletados). Portanto, sugerimos que o fornecimento regular de 4gua potavel as familias ¢ uma
acdo fundamental para reduzir a necessidade de armazenamento de dgua da populagdo,
potencialmente impactando na reproducdo do Ae. aegypti e no risco de transmissao arbovirus.
Também demostramos que criadouros encontrados no peridomicilio foram mais positivos para
o0 Ae. aegypti em relagdo aos criadouros encontrados no intradomicilio. Esses achados estdo em
concordancia com outros estudos e propdem que o Ae. aegypti tem demonstrado uma tendéncia
em se reproduzir em areas mais externas ou peridomiciliares o que pode ter implicacdes
epidemiologicamente importantes (MSELLEMU et al., 2020; NGUGI et al., 2017; WILSON-
BAHUN et al., 2020). Nosso estudo também mostrou que outras caracteristicas do criadouro
como presenga de tampa/cobertura, acimulo de matéria organica visivel na d4gua ou vegetacao
ao redor, podem influenciar na presenga do Ae. aegypti no criadouro.

Em relagdo aos espagos publicos (ndo residenciais), concluimos que estes locais também
podem oferecer ambiente favoravel para reproducdo e proliferacdo do Ae. aegypti. Neste
estudo, residuo solido descartado inapropriadamente (lixo) e valas empogadas, foram os locais
que mais contribuiram para reproducdo do Ae. aegypti na area publica. Assim, chamamos
atengdo para a importancia da inclusdo dessas areas em programas de vigilancia entomoldgica
como também sugerimos que a aplicabilidade dos indices tradicionais baseados em larvas de
Ae. aegypti como indicadores de infestacdo, usados pelos programas de controle de vetores
permanecem questionaveis. Neste sentido, salientamos sobre a importancia da implementacao
de diferentes métodos de coletas de mosquitos, como armadilhas de oviposicao e aspiracao de
mosquitos adultos. O uso desses métodos em conjunto com o método tradicional utilizado pelo
Ministério da Saude, pode oferecer resultados mais consistentes em relacdo aos niveis de
infestacdo de Ae. aegypti em uma area urbana. Desta forma, esses dados podem ser usados na
identificacdo de areas mais suscetiveis a transmissdo de arbovirus.

Sobre a distribui¢do do Ae aegypti em areas urbanas, estudos tem demonstrado que
algumas regides apresentam sua propria dinamica espacgo-temporal e isso se da devido as
diferentes caracteristicas sociais e ambientais das diferentes areas (ALBRIEU-LLINAS et al.,

2018; GETIS et al.,, 2010; LACON et al.,, 2014, OLANRATMANEE et al., 2013;
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PADMANABHA et al., 2012; SCHNEIDER et al., 2004). Neste estudo ndo encontramos
padrdes consistentes da distribuicao do Ae. aegypti e sugerimos que estudos realizados em areas
relativamente maiores podem apresentar diferentes caracteristicas ambientais as quais podem
ajudar a explicar a presenga de hotspots de Ae. aegypti.

Neste estudo ndo encontramos nenhum pool de mosquitos infectados por DENV, ZIKV
ou CHIKYV, porém, a identificacdo de arbovirus em mosquitos coletados em periodos nio
epidémicos se torna mais desafiador do que quando as coletas de mosquitos sdo guiadas pela
ocorréncia de surtos ou epidemias. Todavia, o fato de Salvador ser um epicentro para epidemias
de DENV, ZIKV ¢ CHIKV (CARDOSO et al., 2017; SILVA et al., 2019; TAURO et al., 2019)
gera grande preocupagdo as autoridades de saude, principalmente no que diz respeito ao
controle do Ae. aegypti. Somado a isto, pouco se sabe sobre a distribui¢cdo de outros vetores em
fragmentos de vegetagdo dentro de areas urbanas. Portanto, concluimos que levantamentos
entomoldgicos que inclui tentativa de detegdo de circulacdo de arbovirus em mosquitos,
inventarios de grupos importantes para transmissdo de arbovirus e identificacdo de fatores
associados a reprodugdo e proliferacdo de vetores, sdo cruciais para prever areas de risco para
a transmissdo de arbovirus e, assim, melhorar a prevencdo e as estratégias de controle de

arboviroses.
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6 COSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo demonstrou que parques urbanos os quais apresentam fragmentos de
vegetacdo, podem oferecer oportunidades de transmissdo de virus de mosquitos para humanos
uma vez que esses parques podem abrigar espécies de mosquitos importantes na transmissao
de diversos arbovirus e devido a frequéncia de pessoas que usualmente visitam os parques
urbanos. Em nosso estudo também foi observado que floresta de restinga pode apresentar um
papel importante na diversidade de Culicideos uma vez que oferece condi¢des favoraveis a
reproducdo e manutencao de diferentes espécies de mosquitos.

Nossos achados mostram que comunidades urbanas em situacdo de vulnerabilidade
socioecondmica, como deficiéncia em infraestrutura e saneamento basico, podem favorecer a
proliferacdo do Ae. aegypti. O descarte de lixo inadequado por exemplo, pode aumentar a
produ¢do de potenciais criadouros de mosquitos e a distribui¢do irregular de agua nos
domicilios gera uma necessidade de armazenamento de 4gua em reservatorios € 0s mesmos
apresentam um papel importante na reproducao do Ae. aegypti. Assim, concluimos que esforgos
devem ser feitos para melhorar os servigos de saneamento basico nas comunidades urbanas,
especialmente o fornecimento regular de 4gua, drenagem de 4guas pluviais e gestdo de residuos
solidos.

Diante do insucesso das estratégias de controle vetorial no Brasil e dificuldade de
identificacdo do indice de Ae. aegypti mas adequado para mensurar densidade vetorial,
ressaltamos a importancia do uso de diferentes indices e métodos de coleta de mosquitos na
tentativa de obter resultados mais consistentes em relagdo a densidade de vetores de uma
determinada area e assim identificar de forma mais confidvel as areas mais suscetiveis a
transmissdo de arbovirus. Uma vez que o Ae. aegypti é capaz de se reproduzir em diferentes
tipos de criadouros encontrados tanto em areas domiciliares como em areas ndo domiciliares
(publica), ressaltamos a importancia da inclusdao de dados referentes aos dois tipos de ambientes
pelos programas de controle de vetores.

Diante da importancia que os fragmentos florestais urbanos e as comunidades urbanas
vulneraveis socioeconomicamente apresentam na dindmica de transmissdo de arbovirus,
ressaltamos sobre a necessidade dos monitoramentos ambientais e entomoldgicos continuos

nessas areas.
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Anexos B: Questiondrio investigacdo na area privada
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[Conmoennar

Area Privada (12 visita)

Numero de Identificacao do projeto
Numero de Identificacao do projeto
Latitude

Longitde

Nome co morador responsavel
Contato co morador responsavel (celuar ou fixo)

Data da Investigacao
Periodo & Ivestigacao

no kniclo ca I

Umidade relatha do ar ro inicio da Investigacao

Qual local esta sendo Investigacso?

Se for cutro, qual local esta sendo Investigado

O Imovel se encontra em que rivel?

MONTORAMENTO AMBENTAL PAL DA LINA UAREA PRAVADA)
Fage 1010

(7 DGITOS)

(7 DOGITOS)

L L) R
© Macha (09:00 a5 12:00)
© Tarce (13:00 a5 1&00)

T

© casa (famillas isolacas em andares diferente)
procio (edMcio com area comvum)
estabelecimento comerdial
terreno baldio

rospitalicinica mecica

Instituicao de ensino

clinica de estetica

chnkca veterinaria

outro
(20 responder s MArcar 3 opcad *outro local®)
O Terreo
Q 1% Ancar

 Andyr

3 Andar

O subsolo
(Nivel da entrada peincipal d3 caza)

PERGUNTAS PARA O MORADOR

Faka agua em 5. casa?

Se faka aqua, com gue frequencia?

0RZA019 1:23pm

81«

No
UMa vez por semana (toda semana pelo mencs 1 vez)
mals de uma vez por semana (toda semana, mals de
uma vez)

© uma vez por mes (esporadicamente/raramente)

(20 responder se marcar 3 opcao *faka agua®)

o grjectraapagy QEDCap‘

voce usd 3lguma reservatoro pan amazenar g’

Se armazena agua em reservatorio, qual o tipo?

DOS MOSQUITOS)

Page 210

Qves
O%

D ex. d'agua (ligado a rece)

[0 ol (reservaterio dlindrico metal/platico SEN
torneira)

[ 2l (reservatoro chindrico
metal/platice/madeira COM tomeira)

[ tanque (reservatorio nao ligado a rece)

[0 citema (reservaterio subtemaneo)

O poco (agua ratural)

Oralde

(50 responder s MIrcar 3 Opcao "usa
resenvatorio®)

CRIADOUROQS (CARACTERIZAR APENAS RECIPIENTES COM AGUA E FAVORAVEIS A REPRODUCAO

0B5:CADA CRIADOURO SERA REGISTRADO ISOLADAMENTE- EXCETO GARRAFAS OU LATAS
(DEVE ANOTAR A QUANTIDADE) SE ESTIVEREM NO MESMO LOCAL

Fol feita asplracao com Prekopacid

Fol capturado mosquito com Prokopack?

8w
8w

Fol poeus agual? 8 Yes

No
Fol ot (apenas com Yos
aguaj? No
Fol encontrado crisdouro positivo? Yes

No

N30 fel pessivel cbserar

(criadouro com larva )

CRIADOURO 1
0NZAI09 12%pe www arectraap 3 Map
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Qual criadouro fol ksentificado?

Se fol cutro qual criadouro fol encontrade?

Se for Garmatas/iatas, quantos?

Onde estava locallzado esse criadouro?

Presenca de em tomo do

Presenca de materfa crganica na agua do crisdouro?

Presenca de coberturaiprotecao ro crisdouro?

Se tinha cobertura/protecas, 3 mesma estava vedada?
Presenca de imaturos no criadouro?

Volume ce agua estimado do criadouro:

ARura estimaca do criadouro em relacao ac nived do
sol0;

08293019 123

Page 3 et 10

rocipientes 1 descartavels)
ox:
mpm
vases sanitarkes (sem uso)
criadourcs raturals (ex bromelas, ocos de
arvores, folhas, plantas)
poca

calha

plscina atandorada

baclas (plastica ou de metal)

balde

outros

T2 Tesp0nGer 56 MIrcar a Opcao Outro tipo de
criadouro®)

Inta
Perl

Yes

No

Nao fol possivel cbsenar

Yes

No

Nao fol posshvel cbsenar
8'6

No

Yes

No

Nao fol possivel cbsenvar

Yeos

No

Nao fol possivel cbsenvar

<1
2L

=50
N0 fel posshvel cbsenar

wlo
s1im
»1m

Confidential
Page d et 10
CRIADOURO 2
Qual criadouro fol ksentificado? calxa T
barrl
anue
toned
poco
cistema
@mtsitis
vasos/pratos de
mnlemmww
e o copos descartavels
ox
rlos (5058 mum
wasos sanitarks (sem uso)
criadourcs raturals (ex bromelas, ocos de
anvores, )
poca
caha
piscina atandorada
%mslmmum
talde
outros
Se fol cutro qual criadowro ol encontrado?
T20 Te=pONGeT 56 MIrCar 3 OpCcao "Outro tipo de
criadouro®)
Se for garatas/iatas, quantos?
Onde estava locallzads esse criadour? Qnntn
Q Per
Presenca de arbustoz/arvores em tomo do criadourc? OYes

Presenca de materia crganica na agua do crisdouro?

Presenca de coberturaiprotecao ro crisdouro?

Se tinha codbertura/protecas, a mesma estava vedaca?
Presenca de imaturos no criadouro?

Volume ce agua estimado do criadouro:

ARura estimaca do criadouro em relacao ao nived do
solo:

08293019 120

No
8mrdmm|euum

Yes

No

Nao fol posshvel cbsenar
8vs

No

Yes

No

Nao fol possivel cbsenvar

Yes

No

Nao fol possivel cbsenvar

<1

12L

4L

25L

Nao fol possivel cbsenar

solo

sim
O»im
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Fage 5ot 10 Page 6ot 10
CRIADOURO 3 CRIADOURO 4
Qual criadouro fol identificado? calxa dagud Qual criadouro fol identificado? cala fagua
tarl tarl
anue anque
tonel tonel
poco poco
citema cltema
amtxitas Qmtxita
e e
mamn mumo
pneus pneus
recipientes mﬁsmm\c) recipientes lumsusanmm
rl05 (50 5@ tiver 3gua parada) ral0s (50 58 tiver 3gu3 parada)
vasos sanitarks (sem o) wases sanitarkes (sem us0)
criadourcs raturals (ex bromelas, ocos de criasourcs raturals (ex bromelas, ocos de
arvores, folhas, plantas) anvores, folhas, plantas)
poca 89«:
caha calh;
piscina atandorada piscina atandorada
Baclas (plastica ou de metal) Baclas (plastica o de metal)
talde talde
Q outrs Q cutrs
Se fol cutro qual criadouro fol encontrado? Se fol cutro qual criadouro fol encontrado?
T20 TespoNGer 50 MArcar 3 Opcao "Outro tipo de T20 Te=poNGer 50 MBrCar 3 Opcao "Outro tipo de
criadourn®) criadourn®)
Se for garafas/atas, quantos? Se for garafasatas, quantos?
Onde estava locallzado esse criadourn? Qntn Orde estava locallzado esse criadourn? Qntn
O Ped O Ped
Presenca de vores em tomo do Olv.:ﬁ Presenca de om tomo do Or:
Smmmlonum 8mrdmm|oumr

Presenca de materia crganica na agua do criadouro?

Presenca de coberturalprotecao no crisdouro?

Se tinha cobertura/protecas, 3 mesma estava vedaca?

Presenca de imaturos no criadouro?

Volume e agua estimado do criadouro:

ARura estimaca do criadouro em relacao a0 nivel do
solo:

ORZ019 1:20pe

Yes

No

Nao fol pessivel cbsenar
8"5

No

Yeos

No

Nao fol possivel cbsenar

Yeos

No

Nao fol pessivel cbsenar

<1

2L

4L

=50

Nao fol possivel cbsenar

solo

s1im
O»im

o pacap g QiDCap‘

Presenca de materia crganica na agua do criadouro?

Presenca de coberturaprotecao no crisdouro?

Se tinha cobertura/protecas, 3 mesma estava vedada?

Presenca de imaburos no criadouro?

Volume de agua estimado do criadowro:

ARura estimaca do criadouro em refacao a0 nivel do
solo;

0RGI019 120 pe

Yes

No

Nao fol pessivel cbsenar
818

No

Yes

No

Nao fol possivel cbsendar

Yes

No

Nao fol possivel cbsendar

<1

2L

4L

=50

Nao fol possivel cbsenar

slo

sim
QO»im

o arpactakap QEDCap‘
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Qual criadouro fol ksentificado?

Se fol cutro qual criadour fof encontrado?

Se for garrafas/latas, quantos?
Onde estava localzado esse crladoure?

Presenca de rbustog/arvores em tomo do criadeuro?

Presenca de makerta crganica na agua do crisdowro?

Presenca de imaburos no criadours?

Presenca de coberturafprotecan ro crisdowro?

Se tinha cobertura/protecas, 3 mesma estava vedaca?

Valume o a4 estmado do crisdoure.

ARura estimac do criadeuro om relacao 30 nivel do
solo:

0A2N019 124

Page 76010

caa 0o
tard|

nnquo

pnm

cistema

s g
ey

mmuﬁm ﬁ‘mm'

mmmw
criadoures raturals (ex bromekas, ocos de
anvores, folhas, plankas)

O
20 TeZ70NGer 56 MArcar a opeas outro tipo de
triadoure’)

Qntn
0 Ped

3%
Nao fol posshvel cbsenar

§m
%
Noofol posshvel cbservar

Yes
Mo
§mmmm:

Yos

Yos

%

Noofol posshvel cbservar
<l

12l

ERlS

25l

Nao fol posshvel cbsenar
ol

sim
Q»im

o et ag 37 Map

Confidential

Qual criadouro fol ksentificado?

Se fol cutro qual criadowro fof encontrado?

Se for garatas/atas, quankos?
Onde estava locallzads esse crisdouro?

Presenca de arbustog/anvores em tomo do criadeuro?

Presenca do makerda crganica na agua do crisdowro?

Presenca de imatures no criadouro?

Presenca de cobavturalprotecao ro crisdouro?

S tinha cobertura/protecas, 3 mesm3 estava vedada?

Volume o 293 estmado do crisdourc:

ARura estimaca do criadouro om relacad 30 nived do
solo!

M09 120

P det 10

st o)
e
m’*m:"‘

ol lox descartavels
T
mmmw

criadoures naturals (e bromelas, ocos de
anvores, folhas, planks)

poca

ch

plscind adandorada
udslplnhommm

O
o g0 T T G 0o o o0
cradourn’)

Qi
0 Ped

(0]
%
Nao fol posshvel csenar
Yos
%
Nao fol pesshvel cbsenvar
Yo
%o
Nao fol pozshvel csenar
Yos
%
Yos
%
Noo fol pesshvel cbsenvar
<l
12l
ML
25l
Nao fol posshvel csenar
wlo

sim
Q»im

o omjectaap 3 map
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a9 et10 e 106010
CRIADOURO 7 CRIADOURO &
Qual criadouro %ol ksentificado? caha dapn Qual criadouro fol isentificado? cala IR
ol arl
tanque tanque
torel
poco poco
cktoma cktoma
Pt P
R e .
; o
bt oo
m descaravels) mus descartavets)
Pt 5054 35 P ot 305k 39 PO
mmmw mmmm)
criadourcs raturais (e bromelas, ocs de criadours raturals (ex: bromelas, oces de
anvores, folhas, plankas) anvores, felhas, plantas)
poca poca
caha caha
plscina atandorada plscina atandorada
baclas (plastica ou de metal) ghds[phctcawumm
balde
outros Q outros
S fol cutro qual criadouro fol encontrado? S ol cutro gqual ertadouro fol encontrado?
T2 Tesponger 50 MArcar a Opeao "0utro tipo de 20 TespOonaer 56 MArcar a Opca "outro tipo de
criadouro®) criadouro’)
Se for gamatas/iatas, quantos? Se for gamatas/iatas, quantos?
Onde estava locallzado esze criadouro? QOntn Orde estava locallzado esse cadouro? QOntn
O Ped O Ped
Presenca de arbustoz/arvores em tomo do criadeuro? 01': Presenca de arbustoz/anvores em tomo do criadeuro? O::
8mmm|wmar Nao fol posshvel cbsenar
Presenca de materia crganica na agua co criadouro? §m Presenca de materla crganica na agua o crisdouro? §m
Yo No
Nao fol posshvel chsenvar Nao fol possivel cbsenvar
Presenca de imatures o crisdour? Yos Presenca de imatures no crisdoure? Yoz
Yo No
Nao fol posshvel chsenar Nao fol possivel cbsenvar
Presenca de coberturalprotecao ro crisdours? 8!: Presenca de coberturaprotecao ro crisdouro? :::
Se tinha cobertura/pratecas, a mesma estava vodada? §'V: Se tinha coberturaiprotecas, a mesma estava vedada? §:;s
Nao fol possivel cbsenvar Nao fol pesshvel cbsenvar
Valume de agu3 estimado do crisdouro: <1 Volume de 393 estmado o crisdouro: <1
12L 2L
4L 4L
§m §.n
Nao fol posshvel chsenar Noo fol posshvel epsenar
Akura estimada do crladeuro em relacao a0 nivel do sl ARura estimada do cradouro em relaca 30 nivel do %ol
s0l0; sim solo: sim
QO»im QO»Im
ONZ019 1:28pm W o ectednp 3% map ONZI019 1205 www e e 3 mp




Anexo C: Questionario investigacao na area publica (Criadouros)
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Area Publica (Criadouro)

Numero de dentificacas do projeto
Numero de dentificacas do projeto
Latitude

Longitude

Data da investigacao

Periodo ca kvestigacao

Temperatura no inicio &3 Investigacao

Umicade relatha do ar no inicio da Investigacao

MONTORAMINTO AMBENTAL PAL DA LIMA (ARTA PUBLICA)
Page 1c62

(7 DIGITOS)
{7 DIGITOS)
(DDMN/AARR]
Macha (09:00 as 12:00)
Tarde (13:00 as 1&00)

(5]

=

CRIADOUROS (CARACTERIZAR APENAS RECIPIENTES COM AGUA E FAVORAVEIS A REPRODUCAO

DE MOSQUITOS)

085:CADA CRIADOURO SERA REGISTRADO ISOLADAMENTE

£m que tipo de kecal publico fol encontraco o
criadouro?

Se fol em outro local, qual?

0MZAT019 1:92pm

frc

R

Terreno baldo
Estacicnamento
outro

120 rezponder 5o MArcar a Opcao *Ouro local®)

wperanas  AREDCap

Qual criadouro %ol isentificado?

Se fol cutro qual criadowro fol encontrado?

Presenca de vores em tomo o

Presenca de materia organica n3 agua do criadouro?

Presenca de coberturaiprotecad ro crisdouro?

Se tinha cobertura/protecas, 3 mesm3 estava vedaca?
Presenca de imaturos no criadouro?

Volume de agua estimado do crisdouro:

ARuna estimaca do criadouro em relacao ao nivel do
solo:

0MZAT019 1:92pm

Page20f2

it
B

¢

i

i
£
]

00000(3?000000
E

3
&

T25 rezponaer 56 MBrcar a Opcan *Outro tipo de
criadouro®)

Yes

No

Yes

No

Nao el peasivel cbsenar
8 Yes

No

Yes

No

Nao el peashvel cbsenar

Yes

No

Nao el peasivel cbsenar

<1

12L

4L

5L
Nao fol poasivel cbsenar
sclo

=1im
> im

REDCap
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Page 3of 3
PROKOPACK
Foi feita aspiracao com Prokopack? O Yes
O No
Foi capturado mosquito com Prokopack? O Yes

O No




Anexo D: Questionario investigacao na area publica (Boca de lobo)
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Area Publica (Boca De Lobo)

Numero de Identificacao do projeto
Numero de |dentificacao da boca de kbo
Latitude

Longitude
(A':maamahbomwnnmlmmr
Data da Investigacao

Periodo ca Investigacao
Temperatura no inicio da investigacao

Umiciade relatha do ar no inicio da Investigacao

Em que direcao esta voltada 2 abertura boca de kbo?

Se for cutra, qual direcac?

A oquipe teve acesso 3 boca de lobo?

Se n20 teve acesso, explcar motivo

MONTORAMINTO AMBENTAL PAL DA LINA (AREA PUBLICA)
Fagelct3

(7 DIGITOS)
(7 DIGITOS)
(METROS)
(DDIMN/AAAR]
Macha (09:00 3 12:00)
Tarce (12:00 a5 1&00)
(=]
%
B
iateral
Q cutra
0 rezponser 56 MArcar 3 Opcao "Outra direcac”)

O ves
O No
(aceszo= ze fol possivel fazer 3 investigacao)

150 respoNder 56 MArcar a opcao “nao teve acesso”)

BOCAS DE LOBO ACESSADA

De que material @ feita 2 cobertura da boca de kebo?

Se for cutro, qual material?

Fol retirada 3 cobertura da boca de lobo para
realizar 3 investigacao?

A boca de kbo estava ativa (crenagem ce agua
funcionando)?

concreto
grace
cutro

(50 responder Se MArCar 3 Opcao “outro material® )

Yes
8w

Yes

No

Parcalmente obstruica
(Boca de lobo Inativa « obstruida com kxo, arela,
ou outro material gue Impede 3 passagem e agua)

Confidential

Se estava cbstrulca/parcaimente obstrulsa, qual
material?

Se for cutro material, qual?
A boca de kobo esta lecalizaca em local somireado?
Presenca de arbustos/arvores em tomo da boca de
lobo?

A boca de kebo possud agua?
Largura da boca de kebo (cm)
Comgrimento da boca de kbo (cm)
Profundidace da boca de lobo (cm)

Dimensao (area) ca boca de lodo calcutado (om)

Frofundidade DA AGUA (cm)

Volume DE AGUA calodado (L)

Presenca de materia organica NA AGUA da boca de lobo?
Presenca de materia Inorganica NA AGUA ca boca de
lobo?

A boca de kobo possud Imaturo?

Fage2ct3

Oareia
H =

matearia organica
O cutros
(20 responder se Marcar a Opcao
“cbstrulda/parciaimente cbstrukda®)
{20 responder se marcar a opcao “matedal®)

Yes

No
O Parciaimente sombreado (a sombra nao cobee toda 3
boca de lobo)

Yes
No

Yes

No
Nao fol possivel cbsenvar

(CAMPO CALCULADO AUTOMATICAMENTE -NAO RESPONDE]
CAMPO)

TS0 PREENUHER SE TIVER AGUR NA BOCA DE LOBO)
TOEMPD CATUCADO ADTOMATICAMENTE NAO RESPONDE]
CAMPO}

Yes

No
Nao fol vel cbservar
(so P&BKRSETNERAGUANAWDE Lo8o}

Yes
No
Nao fol possivel chsenar
(50 PREENCHER SE TIVER AGUA NA BOCA DE LOBO)

Yes

No
N2o fol possivel cbsenvar
(SO PREENCHER SE TIVER AGUA NA BOCA DE LOBO)
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Anexo E: Questionario de instalacdo e retirada de ovitrampas

IConfidential
MONITORAMENTO AMBIENTAL PAU DA LIMA (OVITRAMPAS)

Instalacao De Ovitrampa (12 Visita) Page 10f1

Numero de identificacao do projeto

Numero de identificacao da ovitrampa

Data de instalacao da ovitrampa

Em que local foi instalada a ovitrampa?

Confidential
MONITORAMENTO AMBIENTAL PAU DA LIMA (OVITRAMPAS)
Pagelofl

Retirada Ovitrampa (12 Visita)

Numero de identificacao do projeto

Numero de identificacao da ovitrampa

Data da retirada da ovitrampa

A ovitrampa estava intacta? O Yes
O No
O Nao encontrou a ovitrampa (perda total)

SE ENCONTROU A OVITRAMPA RESPONDER ESSAS PERGUNTAS

Se nao estava intacta, tinha palheta? QO Yes
O No
(so responder se marcar a opcao "ovit nao
intacta®)

Se nao estava intacta, tinha agua? QO Yes
O No
O Pouca agua
(so responder se marcar a opcao "ovit nao
intacta®)

Tinha imaturo na ovitrampa? O Yes
O No
(so responder SE tiver encontrado a ovitrampa)

A palheta foi encaminhada para o laboratorio? QO Yes
O No
(O Nao se aplica (nao tinha palheta)
(so responder SE tiver encontrado a ovitrampa)

A amostra de agua foi encaminhada para o laboratorio? Q Yes
O No
O Nao se aplica (nao tinha agua)
(so responder SE tiver encontrado a ovitrampa)
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Anexo F: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA USO DE

ARMADILHAS SEM INSETICIDA

Centro de Pesquisa Goncalo Moniz, Fundacio Oswaldo Cruz/Ministério da
Saude Consentimento para Investigacio Entomologica

Titulo do Projeto: Estudo ambiental sobre a dispersdo de vetores da dengue em

Salvador e regido metropolitana, BA.

Nome do responsavel pela casa:

Numero da casa no projeto Pesquisa:

Para ser lido para todos os adultos (maiores de 18 anos) responsaveis pela casa onde
serdo realizadas investigagdes ambientais e entomologicas, que consistem em coleta
ativa e instalagdo de armadilhas para captura de vetores de arboviroses (a exemplo da

Dengue, Zika, Chikungunya, Febre Amarela):

As informagdes a seguir descrevem o estudo. O entrevistador responderd a quaisquer
perguntas que vocé tiver sobre este termo de consentimento livre e esclarecido ou sobre
o estudo. Por favor, ouga com ateng¢do e nao hesite em fazer qualquer pergunta sobre a

informagao fornecida.

Objetivo do Estudo: Vocé esta sendo convidado a participar voluntariamente de um
estudo que a Fundacdo Oswaldo Cruz / Ministério da Saude (FIOCRUZ) esta
realizando sobre a dengue e outras doengas transmitidas por insetos, a exemplo da Zika,
a Chikungunya, e a Febre Amarela. As pessoas podem adquirir essas doencas através
da picada do mosquito, também conhecido como Aedes aegypti, ou mais raramente pela
picada de outras espécies de mosquitos. Essas doencas podem causar febre, dor de
cabeca, dor nas articulagdes, dor nos musculos, dor atrds dos olhos, cansago ¢

vermelhiddo da pele.

O objetivo deste estudo ¢ medir a quantidade de mosquitos transmissores dessas
doengas, entender em quais tipos de ambientes eles se reproduzem e quais as areas com

maior infestagdo em Salvador e regido metropolitana. Diferentes formas para capturar
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esses mosquitos serdo usadas e o beneficio deste estudo ¢ ajudar a entender quais
situagdes aumentam o risco de se contrair uma dessas doencas, além de permitir
acompanhar a distribui¢do dos mosquitos nessas areas. Esta informagdo ¢ muito
importante para orientar as acdes de prevencao e controle das doengas transmitidas por
mosquitos. Sua casa foi selecionada para participar do estudo porque ela esta localizada
em uma das areas da cidade em que hd registros de casos de Dengue, Zika,
Chikungunya, ou outras doengas transmitidas por mosquitos, ou porque queremos saber
se existe o risco de transmissdo dessas doengas na regido onde vocé mora. Vocé e seus
familiares podem nunca ter tido essas doencas e pode ndo existir mosquitos em sua
residéncia, mas ainda assim ¢ importante que sua casa seja incluida na pesquisa porque
esta informagdo sera util para sabermos como esta a distribuicao desses mosquitos em

algumas areas de Salvador.

Procedimento: Se apds ter lido este termo de consentimento, vocé voluntariamente
permitir que a sua casa entre neste estudo, o investigador coletard informagdes basicas
a seu respeito. E possivel que fagamos perguntas adicionais a vocé, com o objetivo de
descrever o local onde vocé mora. Adicionalmente, instalaremos armadilhas para
captura de insetos em sua residéncia e daqui a sete dias nds retornaremos para busca-
las. Essas armadilhas ndo apresentam risco para os moradores ou animais de estimagao.
Faremos também uma inspecdo na area externa da sua casa para verificar a presenga de
locais com aciimulo de 4gua e faremos uma aspiragdo de mosquitos com um aparelho
captura mosquitos no interior de sua casa e em seu quintal. Se encontrarmos o mosquito
transmissor da dengue e de outras doencas em sua casa ou quintal ou se encontrarmos
recipientes onde esses mosquitos se reproduzem, nds te informaremos a respeito da
existéncia do local onde a dgua estava acumulada e tentaremos eliminar o foco.
Também coletaremos uma amostra da 4gua do recipiente para investigar se ha larvas
de mosquitos e vamos te orientar sobre como evitar o aparecimento de novos locais de

reproducdo dos mosquitos transmissores dessas doengas.

Sigilo: Todas informagdes coletadas em sua casa, seja quanto a presenca de mosquitos
ou qualquer outra informacgdo, serdo mantidas em sigilo e apenas vocé, os
investigadores do grupo de estudo, ¢ o Comité de Etica em Pesquisas da FIOCRUZ terdo
acesso a estas informagdes. Vocé e sua casa ndo serdo identificados (as) em qualquer
relatério ou publicagdo resultante deste estudo. Os insetos coletados em sua residéncia

serdo enviados @ FIOCRUZ para identificacdo das espécies, sendo entdo os insetos

107



armazenados. Os regulamentos federais e estaduais exigem que todos criadouros de
mosquitos que sejam identificados sejam eliminados/tratados. Caso ndo consigamos
tomar alguma providéncia em rela¢do aos criadouros devido a seu acesso ou volume
de 4gua, a nossa equipe passard as informagdes necessaria para o morador de maneira
que o mesmo possa solicitar a intervencao junto aos agentes do Centro de Controle de

Zoonoses durante sua proxima visita.

Participacdo Voluntaria: A sua casa s6 entrard neste estudo se vocé permitir de forma
voluntaria. Vocé pode recusar ou em qualquer momento pode desistir que facamos o
estudo em sua casa. Se isso ocorrer, nossa equipe ndo executara atividade alguma em
sua residéncia, respeitando sua vontade. Vocé ndo sofrerd nenhuma consequéncia se
vocé decidir que sua casa nao deve participar do estudo ou se decidir retira-la do estudo.
Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido lhe sera dada para vocé

guardar. Vocé ndo sera responsavel por nenhuma despesa associada a este estudo.

Pessoas com quem entrar em contato: Se vocé tiver mais perguntas sobre essapesquisa,
favor entrar em contato com o pesquisador da Fiocruz, Dr. Guilherme Ribeiro: Rua
Waldemar Falcdo 121, Brotas, Salvador, tel. (71) 3176-2302 ou com o Comité de Etica
em Pesquisas da Fiocruz, tel. (71) 3176-2285, e-mail: cep@bahia.fiocruz.br

Eu ouvi e entendi este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Minhas dividas
foram respondidas. Eu voluntariamente aceito que minha casa seja incluida neste

estudo.

Participante da pesquisa Rubrica

Impressdo datiloscopia do responsavel pelo domicilio

Pesquisador (responsavel pela coleta de dados) Rubrica

Local Data
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