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M, MAROLI, A.M. FAUSTO. Phlebotomine sandflies (Diptera, Psychodidae):
methods for sampling and mounting.

Summary - The present report is intended to be a pratical guide for field
workers involved in studies on sandflies (Diptera, Psychodidae). Some
morphological characters and biological aspects od sandflies and their
medical importance are reported in the introduction.

The report is divided in three Chapters: the first one deals with sam-

pling methods of adults and includes three sections: hand collections,

traps without attractives and traps using attractives. For each section

purposes and liTitatipns of the sémpling methods reported are listed.

In the first section, different types of test tubes, killing tubes

aﬁd v#rious hanﬁ and electic aspirators‘are described.

The second section of the Chapter covers the most useful traps

without attractives such as oiled papers, Malaise trap, window traps.
Catches in animal burrows and pyrethrum spray catches are also described
in that section.

The third section deals with sampling technique using an attractive,

such ag animal hosts, artificial light or CO,. Different baited traps

(Disney trap, tent trap and two types of rodznt-haited traps} are reported.
Among the traps using artificial light, as attractive, CBC miniature
light traps, New Jersey, Monks Wood and chemical light traps are descri-
bed together with traps using CO,.
The second Chapter deals with the identification of sandly breeding
sites and reporta four main methods to collect sandfly larvae: observa-
tiqn under the microscope,flooting and Macfadyen techniques (as direct
methods) and emergence traps in the field or in the laboratory {as
indirect methods) are described.
The third Chapter covers the main methods for preserving and mouting

phlebotomine sandflies.



M.MAROLI, A.M. FAUSTO. Les Phlébotomes (Diptera, Psychodidae): méthodes
d'echantillonage

Résume - Le présent rapport a &té redigé comme un guide pratique pour les
chercheurs qui sont engagés dans les &tudes des pPhlébotomes {(Diptera,
Psychodidae) sur le terrain.

Quelques caractlres morphologiques et notes biologiques de mefie que
1'importance médicale des phlébotomes sont résumés dang 1l'introduction.
Le rapport comprend trois chapitres. Le chapitre premier est dedié

aux méthodes d{echantillonnage des phlébotomes adults. Il est divisé en
trois Paragraphes: les captures manuelles; les captures aux pi€ges "sans
attractif” et les captures qui utilisent des™attractifs”. Pour chaque
Paragraphe sont enumerées les buts et les limites des diverses méthodes
de capture décrites dans le chapitre.

Dans le premier Paragraphe sont déscrits divers échantillonnages
utilisés pour la capture manuelle et des modéles d'agpirateur-nasse et
d'aspirateurs électrique. Le second Paragraphe comprend les papiers
adhégifs, le pidge type Malaise et le pidge type fenétre. Dans le méme
Paragraphe est déscrite la méthode de capture par le pyrethrum. Le
troisigme Paragraphe décrit les piéges qui utilisent divers types d'at-
tractif: des app8ts animaux (rougeurs) utilisée pour le piége type
"Disney™. L'homme méme peut étré un appdt pour le pidge-moustiquaire.
Dans le m&me Paragraphe est décrite la capture aux piég?s lumineux et 2 coz.
Le second chapitre du rapport parle de 1l'identification des gites larvai-
res. Quatre types de méthodes sont décrits: la recherche directe

des larves ou microscopie; la méthode de flottaison; la tecnique de
Macfadyen et la méthode de sortie observée sur le terrain et au labora-
toire. Dans le trosi2me chapitre sont décrites les méthodes de conser-
vation et de montage des phlébotomes.



M.MAROLI Y A.M.FAUSTO. Métodos de muestreoc de los flebotomos (Diptera,
Paychodidae)

Resuman? En el presente informe se describen las técnicas m&s comunmente
usadas en el muestreo de los Flebotomos {Diptera, Psychodidae)., Una parte
viene dedicada a los métodos de consefvacién Y Preparacidn de las mue-
stras para la identificacién de la especie.

Precede una resefia introductiva sobre algunas caracteristicas morfoldgi-
cas y bioldgicas de los Flebotomos, scbre la importancia médica y las-
dificultades que se encuentran en la captura, dada la fragilidad y
pequefiez de estos insectos. Subrayamos el xol gue han tenido las escuelas
Europeas Yy Suhamericanas de Entomologia. poniendo a punto las tdcnicas de
miestreo de estos pequefios E1 promier capftulo se divide en tres partes:
nétodos de captura manual, con trampaﬁ simples y trampas con “atractivo”.
En lo que concierne los métodos de captura manual se enumeran diferentes
tipos de provetas, aspiradores a boca y eldctricos. Entre los métodos de
captura que no se valen de "atractivo®™ se mencionan las trampas aderen-
tes, ampliamente usadas, y las trampas sin aderent particularmente usadas
en madrigueras de roedores.Mencionamos también las trampas con reparo
artificial (Malaise trap, captura al piretro, trampas de entrada y
salida) que pueden ser facilmente usadas para la captura de Flebotomos.
La trampas coh "atractivo” disfrutan la accidn del cebo, sea animal, luz
artificial o de coz. En el primer caso se describe la trampa "Disney", la
trampa a embudo y la trampa tienda. La trampas luminosas pueden ser
asociadas a trampas aderentes o aspiradores eléctricos como la trampa
CDC, New Jersey y Monks Wood. El 002 sblido 0 gaseoso puede asociarse a
la trampa adesiva o luminosa. En cada una de las partes en las que se
divide el primer capitulo (captura manual, trampas con y sin atractivo)
se ha discutido el empleo y los limites de los métodos descritos.

El sequndo capitulo se dedica a la identificacién de los focos

larvarios, y se divide en métodos directos e indirectos (observacién al
microicopio, flotacién y técnica de Macfadyen). E1 tercer capftulo trata
la conservacidn y el montaje de los ejemplares, ademis de la descripcidn
de algunos mé&todos de preparaciones permanentes en balsamo de Canadi, en
goma al Cloralio, en alcohol polivinilico y en llquido de Faure; para los
preparados de rutina se describen, el montaje en llquide de Marc Andre y
Cloralatofenol. '
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INTRODUZIONE

I flabotomi sono ditteri della famiglia Psychod1d1 e sono caratte-
rizzati dalla presenza di una fitta peluria sul capo, torace, addome ed
alt (fig. 1). SDnO insetti di piccole dimensioni raggiungendo pochi
millimetri di lunghezza, variabile tra 2 e.4_m a seconda della specie; il
capo forma con il torace e l'addome un angoleo quasi retto,, caratteriaticg
che 11 rende riconoscibili anche ad occhio nudo. Finorﬁ sono state de-
scritte pid 4i 600 specie suddivise 1n cingue generi- Phlebotomus e

Squytouyia,) che sono generi del Vecchi.o Kondo, e Warileyia, Bnmp_tomyia

e Lu gggxia, generi che conprendono specie del Nuovo Homdo.

Fig. 1 = Femmina di flebotomo . {(da Theodor, 1958).

In italia il genere Sergentomyia & rappresentato da una sola specie,

S. minuta; il genere Phlebotomus & presente con sette specie: P.pernicio-

sus, P.perfiliewi, P.papatasi, P.major, P.mascitti, P.sergenti e P.ariasgi.




I flebotomi sono insetti ematofagi e quindi la femmina ha bisogno di
un pasto di.sanéue di un ospite vertebrato fra cui anche l'uomo. Questa
necessitd alimentare 1i porta ad avere un ruolo, oramai accertato speri-
mentalmente, nella trasmissione di diversi agenti patogeni per l'uomo. Le
leishmaniosi, la bartonellosi, la febbre da pappataci ed alcuni tipi di
arbovirosi sono le malattie pilt conosciute. Inoltre nellfuomo possono
manifestarsi a volte gravl forme di reazioni allergiche in sequito alla
puntura di questi insgetti. Data la loro importanza medica & quindi giusti-
ficata la necessitd di studi approfonditi sulla lorc biclogia, distribu-
zione, densitd e comportamento, onde meglic prevenire le malattie da essi
trasmesse ¢ per impiantare idonee compagne di lotta contro quelle specie
vettrici. Due delle difficoltd maggiori nello studio dei flebotomi sono la
loro estrema fragi;ita e le loro picceole dimensioni. Per questo uno dei
grossi problemi che si.presenta nellec studic epidemiologico delle malattie

da essi trasmesse & quello del campionamento e raccolta dei flebotomi in
natura.

Nel corso delle riceréke sui flebotomi sono state sperimentate e
messe a punto diverse tecniche di cattura, soprattuttd per quanto riguarda
gli adulti. Pra le ricerche condotte in Europa, fin dall'inizio degli anni
trenta, quelle dei Sovietici hanno messo in evidenza come sia possibile
uné "certa standardizzazione" delle raccolte di flebotomi con 1l'usco delle
carte oleate, oramai di larga diffusione in molte altre regioni. Un altro
aspetto che viene sottolineato nei lavori condotti in Unione Sovietica &
che le conoscenze sul vettore, e in particelare sulla sua densita, sono
essenziali per meglio comprendere 1l'epidemiologia di un focolaic di
leishmaniosi,

Recentemente, all'inizio degli anni sessanta, nel sud della Francia,
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& stato creato un centro di ricerca (Rioux e Golvan, 1969; Rioux et al.,
1979) che ha affrontato con metodiche nuove lo studio dell'ecologia e
dell'etclogia dei flebotomi., Una diretta collaborazione di questo centro
con ricercatori della Scuola inglese (Killick-~Kendrick e collaboratori
dell'Imperial College di Londra) ha prodotto una serie di interessanti e
significativi lavori sul campo e in laboratorio.

Fra 1 numerosi ricercatori italiani che hanno dedicato la 1loro
attivitda ai flebotomi non éi pud fare a meno di ricordare G.B. Grassi
(1907), con i1 suoi studi pioneristici, Corradetti e coll. e Biocca e
coll., che hahnol condotto ricerche riSpettivaﬁente sull'epidemiclogia
della Ieishnaniosi e sulla distribuzioge dei flebotomi. Sempre per 1'Ita-
lia vanno poi citati gli studi compiuti da Adler e Theodor negli anni
trenta, in Sicilia.

Importanti e risclutive ricerche sono state cbndotte in tre diverse
aree dell'America centrale e meridionale:

a) In Belize (British Honduras), gli studi hanno figuardato 1'iden~
tificazione della specie di Phlebotomus che poteva nutrirsi sui roditori
incriminati come reservoirs della leishmaniosl cutanea. Numerosi tentativi
di mettere a punto trappole per flebotomi, che usassero come esca tali
roditori, hanno portato alla definizione della trappola descritta da
Disney (1966);

by In un'altra zona, Belem (Brasile), gli studi sui flebotomi hannc
ricevuto un notevole impulso da parte dei numerosi ricercatori (Lainson e
Shaw, 1968; Lainson et al., 1973; Shaw e Lainson, 1968 e 1972; Shaw et
al., 1972; Ward et al., 1973). Uno dei principali obiettivi delle ricerche
condotte in Belem & stata la defiﬁizione del ruolo dei flebotomi nel ciclo
di trasmissione della leishmahiogi da roditore a roditore e da roditore
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all'ueme. Altri studi, sempre in Belem, hanno riguardato la distribuzione
dei flebotomi in differenti tipi di foresta brasilianas

c) Infine in Panama, presso uno dei pild antichi ed importanti centri
di ricerca dell'America tropicale, il Gorgas Memorial Istitutc di Medicina
Tropicale e Preventiva, sono state condotte intensive ricerche sui flebo-
tomi anche sul ruole che essi hanno nella trasmissione di virus (Chaniotis

et al., 1971 (a e b), 1972, 1974; Tesh et al., 1971).

Nella presente rassegna vengono raccolte e descritte le tecniche pid
comunemente usate per il campiénamento degli adulti e per 1'identificazio-
ne dei focolai larvali. Una sezione viene dedicata ai metodi @i conserva-
zione e montaggio dei flebotomi. Consapevoli che una tale rassegna potrd
essere incompleta e che delle tecniche descritte vi possono essere numero-
se possibilitd di variazioni, dovute alla reperibilit3d del materiale per
la costruzione di trappcle ed alle condizjioni ambientali in cui si opera,

ci auguriamo che il nostro lavoro possa servire soprattuttc come materiale

di consultazione a chi volesse iniziare una ricerca suil flebotomi.



CAPITOLO I

METODI DI CAMPIONAMENTO DEGLI ADULTI

I flebotomi sono insetti con attivita notturna, durante il giorno
restano fermi nei posti di riposo, ("resting sites" deqgli inglesi} quindi
i metodi @i cattura saranno differenti a secondo se la ricerca viene
effettuata durante le ore di luce o duraﬁte la notte.

Abbiamo suddiviso i metodi di campionamento degli adulti ip tre

) .
sezloni, catture manuali, trappole senza attrattivo e trappole con attrat-

tivo,ritenendo che tale suddivisione non'dovra essere intesa come l'unica
possibile, né come scelta di priorita del_método in quanto esga & dettata
esclusivamente dagli scopi prefissati ﬁella ricerca. Un aspetto che va
senz'altro sottolineato & che l'uso di unc solo dei metodi non pérmette
mai di avere una completa conoscenza sui molteplici aspetti della biologia
dei flebotomi e sulla éistribuzione delle specie presenti nell'’area della
ricerca. Quindi & sempre necessario usare contemporaneamente la combina-
zione di diversi metodi onde poter stabilirg con certezza e le specie

presenti e i1 loro ruolo nella trasmissione di patogeni.

A= CATTURE MANUALI.

Le catture manuali possono essere condotte facendo uso di provette,

aspiratori a bocca ed aspiratori elettrici.



1. Provette.

La cattura con provetta & il metodo pill semplice per le raccolte di
flebotomi, anche se non necessari;mente_il pit éfficiente. Le provette
impiegate possono essere di Qiversa grandezza: la lunghezza pud variare da
6cmalsoeme il diametroda l ema 1,5 om,

Nella Fig. 2 sono rappresentati quattre tipi 4i provette: le prime
due da impiegare per la raccolta di esemplari vivi e le seconde preparate

in modo che i flebotomi catturati vengano immediatamente uccisi.

A f B

&
Tb

Fig. 2 - Provette per la cattura manuale: (A) catture singole;
- (B) catture di pidh esemplari; (C) e (D) catture di pid
esemplari morti. (a) cotone, (b) carta da filtro, (c)
sughero imbevuto di cloroformior (&) tappo di sughero.

La provetta di tipo A (1 cm di diametro e 6 di lunghezza) & adopera-.
ta per catturare singolarmente i flebotomi, evitando cosl di danneggiarli.
I1 flebotomo fermo su una superficie o su un'esca viene intrappolatc con
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la provetta, aspetgapdo che voli verso il fondo. A questo punto l'operato-
re caMlge 1a pro\lretta. e rﬁpidamente ne 'chiudé ltapertura con un dito.
Una volta Iihera:i:o il fiebotom all'interno di una gabbia, si procede ad
una nuova cattura.

Se invece si vogqliono catturare con un'\mica provetta pil esemplari,
pud» easere‘ impiegata la provetta di tipo B (1,5 em di diametro e 10-15 cm
di lunghezza}, ove i Flebotomi catturati vengono isolati l'uno dall'altro
.madi.an_te uno strato di cotone e un dischetto di carta da filtro.

\ Pe_r la .'::acco;ita di.ma_ilzer:.i.ale non vivo .éono adoperate le provette di
tipo Ce D, qogl p?épgggtes | |

| ¢ - sal fondo dei].a provetta (1,6 cm ai dmtzo e 10-15 cm ai lun-
ghezza) ve'ﬁébho"posti 'del ~otone inumidito con @lche goccia di et'gre e
un dischetto di carta da filtro. Il flebotomo fermo su una superf_i.cié
viene imprigionato con la provetta, i cui margini sono tenuti pexr alcuni
 secondi aderenti alla superficie stessa. Una volta che 1'insetto & caduto
nel fondo, si pud proce&ere ad una nuova cattura, finch&, raggiunti il
numaro’ desiderato, i flebotomi vengono conservati con le modalitd che
vervanno descritte nel capitolo sui metodi 4i cénservazione.

D - Sul fondo di wuna provetta (1,5 cm di diametro e 10-15 cm di
lunghezza} vengono pdsti in successione: un pezko di sughero spesso circa
3 Gmf ﬁnd stz"a'-to di- cotone-- G& '39-4- m e un a:l.séhetta ai cazta da filtro. vi
.si versa qqina; &el clnroiomiq Q, in mancanza di qnesto, idrossido di
amon.to e lo si. hwia assorbi::e da]. aughero per un giorno circasy l'ecces-
g0 viene poi. eliminato. La provetta cosl preparata é tenuta ben chivsa con
. un tappo di sughero quande non adoperata, per evitare l'evaporazione del
cloroformio.

Un metodo alternativo alle due provette precedentemente descritte
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pud essere quellec di adoperare una provetta inumidita internamente con
alcool o acqua, in medo che i flebotomi, intrappolati, rimangano attaccati

alle pareti.

2. Catturatori a bocca.

bBurante le numerose ricerche condotte nel campo dell'entomologia /j

medica sono stati descritti ed usati wvari catturatori a bocca per le
raccolte @i insetti ematofagi.

Il principio di funzionamento consiste nel provocare, mediante una
lieve inspirazione boccale, una corrente d'aria in un tuboc dove l'insetto
da catturare viene imprigionato: una retina posta all'estremitd prossimale
del tubo impedisce di inghiottire l'insetto.

Fra i catturatori descritti in letteratura abbiamo scelto quelli che
sonc stati impiegati con successo anche nella cattura di flebotomi.
Modello A: Il pid semplice e pil usato dei catturatori a bocca & quello
della Fig. 3=-A. Essc & composto da due parti, una(rigida di vetro o
plastica trasparente ed una flessibile d@i gomma. La parte rigida ha un
diametro interno compreso tra i 0,5 cm e 1 cm ed una lunghezza variabile
tra i 30 ed 1 45 cm. Un pezzetto di rete a maglia fitta @ fissata a mo' ai
filtro all'estremiti del tubo cui & connessa la parte flessibile composta
da un tubo dl gomma di lunghezza variabile tra i 60 e gli 80 cm, a seconda
della lunghezza del braccio dell'operatore. Per un pidd comodc uso @&
preferibile fissare all'altra estremitd del tubo di gomma un boccaglio di
plastica rigida.

L'uso del catturatore che, come accennato, consigte praticamente nel
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succhiare 1'ingetto, bomporta che dopo ogni suzione l'operatore otturi
1'apertura del tubo con un dito per evitare che i f1ebotom1 gid catturati
possano volare via. Questo tipo di catturatore pud essere adoperato nelle
raccolte, sia diurne che notturne,_ne1 posti_dx ricavero o su esca. EY
chiaro che esso non'perﬁette di catturare pi di ﬁna decina di flebotomi
per volta senza esseré svuotato. Per ovviare a-quesﬁo inconveniente pud
esgere applicato al catturatore sopra desqritto un contenitore di riserva
che perb rende poco agevole il successivo trasferimento dei flebotomi
cattnrati

Un cattdratore molto simile al precedente adoperato per le catture

-di flebetani in anfratti e in pogti di ricovero particolarmente scomodi da

raqgiunqere-é stato usato dalxirk e Lewia_(1940) {Fig. 3—B). Questo é
coaﬁituito da un cilindro di vetro #tretto ad ﬁna delle estremitd a cui &
un;to.un tubo a1 gomma flessibile connesso con un tublcino di vetro di 6
mm di diametro interno, piégabo ad angolo fetfq. Dall'altra parte del
cilindre & fissate un tubo flessibhile di goﬁma di varia lunghezza che

termina con un boccaglic per l'aspirazione.

Modello B: questo modello di catturatore a bocca (Fig. 4-A} @ costituito
da un'cilind:o di vetro o 4i plastica trasparente di 30 cm di lunghezza

{tipo lungo) e 4 cm di diametro. L'estremita distale & un cono invertito

'-Lche si prolunga all'interno per 2 m e preaenta un apartura apicale ai 1

cm di diametro. L'est:emita prpssimale del cilindro & chiusa da un tappo
di sughero attraversato da un tubo di vetrq di 1 cm di diametro. Una delle
estremitd di questo tubo si prolunga all'interno deI cilirdro per 1 cm ed
& ricoparta da una rete a maglia molto fitta; all'altra estremitd @ invece
applicato un tubo di gomma variabile tra i 60 e gli 80 cm. I flebotomi
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aspirati nel cilindro vi posscno essere conservati otturando l'apertura
distale con é;l cstone. Il trasferimento in un altro contenitore & esegui-
to dopo una blanda anestesia con C02 o fumo ¢ dopo raffreddamentc. Se il
trasferimento avviene in una gabbia per flebotomi, & sufficiente introdur-
re il catturatore nella stessa e, dopo aver tolto il tappo 4i sughero, con
un leggero soffio, si lascia uscire gli esemplari dal c%tturatore: una

sorgente luminosa posta dietro la gabbia pud facilitare la fuoriuscita dei

flebotomi. Questo catturatore & stato messo a punto per le raccolte diurne

Fig. 3 - Catturatori a bocca: (A) catturatore semplice;
{B) Catturatore per anfratti e posti di riposo
particolarmente scomodi da raggiungere ({(ridise-
gnato da Kirk e Lewis, 1940),
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in cavitd con apertura sufficientemente ampia, Per le catture notturne su
superfici 1lisce e chiare, con 1l'aiuto Al una torcia, & preferibile che
1'apertura prossimale del cilindro sia pild piccola, 0,5 ¢m circa, poiche,
essendo i flebotomi pil attivi, & sufficiente una piccola e rgpida aspira=-
zione per deviare il loro volo. Il cattufatore cosl modificato, ma con un
cilindro di 15-18 ecm di lunghezza (tipo corto), & usato per catture su
uomo, L'insetto viene imprigiocnato all'estfemita distale @del cilindro i
cui margini aderiscono alla pelle: cid permette un'aspirazione sufficiente
a catturare il flebotomo anche mentre punge ed & quindi saldamente.attac-
cato all'ospite, )A_ll'inte_rho del cilindro pud essere inserita una striscia
di carta da filtrd piegata a fisarmonica (Fig..d-ﬂ}.'Questa costituisce
un'ottima supérficie di appoggio per i flebotomi e nellé stesso tempo
attenua la forza dell‘'aspirazione salvaguardando 1'inte§rita degli stessi

insetti (Rioux, comunicazione personale).

Mcdello C: il catturatore & composto da un cilindro di vetro o di plastica
trasparente di 2 cm 4i diametro. L'estremitd prossimale & uguale a quella
descritta per il catturatore Medello B. L'apertura distale & chiusa da un
'tappo di sughero attraversato da un tubo di gomma semirigida lungo 10 cm e
con un diametro 4i 1 cm, tagliatg\_obliquamente all'apice (Fig. 4-C). Il
catturatore permette raccolte in fessure strette e in cavita con piccole

aperture,

Modello D: il catturatore della Fig. 5 & costituito da un cilindro di

vetro o di plastica trasparente lungo 10 cm e con il diametro 4i 3 cm.
L'astremitd prossimale, la sola aperta, porta un tappe di sugherc in

cui sono praticaty due fori. Nel primo passa un tubicino di vetro che
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entra nel cilindro per circa 2 c¢cm, mentre esternamente si prolunga per 10
cm. Nel secondo & posto un tubicino simile al precedente che sporge
all'interno solo per 1 c:_n_ed & ricoperto da una rete a maglia fitta.
L'estremitd esterna & uniéa ad un tubo di gomma d4i circa 60 cm, attraverso
cul & operata l'aspirazione. I flebotomi risucchiati attraversc il primo

tubicino non possono essere conservati nel cilindro e sono quindi trasfe-

riti in altri contenitori con le stesse procedure precedentemente descrit-

te.

Fig. 4 - Tre tipi di catturatori a boceca: (A) Modello B tipo
lungo; (B} Modello B tipo corte con all'interno
carte da filtro piegati a fisarmonica che riduce il
flusso d'aria e serve come appoggio per i flebotomi;
{C) Modello C (vedere testo per descrizione).
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Un altro mcdello di catturatore a bocca {Fig. €) che potrebbe essere
usato anche nelle raccolte di flebotomi & quello descritto da Coluzzi e
Petrarca (1973). Le differenze fra questb catturatore e quelli pfecedente-
ménte descritti sta nel'fattd.che gli insetti sono catturati in un conte-
nitore di carta (bicchierino reperibile in commercioc) che pud essere
facilmente sostiﬁuito coh un altreo vuote, una volta che si & raggiunto 1}

numero desiderato di insetti: il bicchierino pud essere usato per il

Fig. 5 - Catturatore a bocca Modello D {(vedere testo per
descrizione)

trasporto dl materiale vive raccolto evitando cosl una ulteriore manipola-

zione degli insetti.
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3. Catturatori elettrici.

Per ovviare ad alcuni degli inconvenienti pregentati dai catturatori
a bocca sono stati messi a punto vari tipi di catturatori elettrici, ove
il vortice d'aria per catturare l'insetto & ottenuto mediante una ventola

aspirante azionata da un motorino a batterie, in genere due pile da 1,5 V.

Fig. 6 ~ Catturatore con-.bicchierino @i carta, in sezione
longitudinale (da Coluzzi e Petrarca, 1973); per
la descrizione gdettagliata si rimanda a]zl'autore.
Diversi autori hanno descrittc aspiratori elettrici per la cattura di
zanzare (Dell'Uomo, 1961, 1967; Bailey, 1966; Carver, 1967; Trpls, 1968;
Jackson & Grothaus, 1971); lo stesgo catturatore a bocca descritto da
Coluzzi e Petrarca (1973) collegato con un aspiratore pud essere un
catturatore elettrico.
In genere, gli autori hanno utilizzato un comune aspiratore a
batterie per abiti, di facile reperimente in commercio, le cui spazzole
sono sostituite ogni volta da un contenitore di forma diversa oppure un

ventilatore portatile. La base del contenitore & costituita da una rete a
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maglia fitta, mentre l'altra estremitd termina con un tubo di plastica di
lunghezza variablle, Sarebbe impossibile, né tantomeno & nello scopo del
lavoro, descriverli tutti o suggerire quale pud essere pil adatto per le
catture dei flebotomi. Va comunque sottolineato il fatto che, gqualora
detti catturatori vengano usati per la raccolta di materiale vivo, l'aspi-
razione deve essere lieve per non sbattere i flebotomi contro le pareti del

contenitore. Gli aspiratori elettrici che potrebbero essere usati per le

raccolte del flebotomi senza danneggiarli, sono quelli descritti da

FPig. 7 - (A) Particolare dell'aspiratore elettrico descritto
da Dell'Ucmo (1967). Per la descrizione particoclareggiata
si rimanda all'’autore (da Dell'Uomo, 1967}. (B) Sezicne
longitudinale dell'aspiratore elettrico descritto da Trpis

(1968) . Per la descrizione particolareggiata si rimanda
all?’autore (da Trpis, 1968).
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Déll'Uomo (1967) (Fig. 7-a), da Tfpls {1968) (Fig. 7-B}, in quanto in essi
1'insetto viene éatturato in un contenitore posto all'interno del cilindro
in cui & provocato l'aspirazicne. Questo accorgimentc permette Inoltre,
una velta raggiunto il numero desiderato di insetti, di sgostituire il
contenitore stesso con un altro vuoto., Per la descrizione dettagliata si
rimanda a quella fatta dagli autori. Va osservato comunque che per dquanto
riguarda il catturatore descritte da Dell'Uomo (1967{Jé necessario che
l'intelajatura del contenitore in tulle (Fig. 7-aA,5) sia posta all'ester-
no.

Altri tipi di aspiratori elettrici poi possono essere costituiti dai
modelli 4i catturatori a bocca precedentemente deséritti, qualora ad essi

venga applicata una aspirazione mediante una ventola azionata da un

motorino a hatteria: questc & il caso del catturatore della Fig. 8,

riportato da Rioux e Golvan (1969).

Fig. 8 - Aspiratore elettrico ricavatc da un aspiratore a bocca
(Modello B) cul & stata applicata una ventola azionata da
motorino a batteria {(ridisegnato da Rioux e Golvan, 1969)
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Da qualche .tempo & posmibile reperire in comerciol un tipo 4di
catturatore (Fig, 8-A,B,) molto simile al precedenti, in cui il contenito-
ra cilindrico di plastica trasparente & di dimensioni ridotte {(diametro
egterno cm 2,5 a altezza om él e termira con un tappo 4i gomma a vite,
attraversato da un tubicino 4i plastica d4i 1,5 cm di diametro e 4i lun-
ghezza variabile., Il cilindro pud essere facilmente estratto e il tappo di
gomma sostituito con uno a vite semplice, cosicché vi possono essere
conservatl gli insetti ‘catturati. Solo recentemente Grepin e Gonzalexz
{1984) hanno descrittc un catturatore elettrico specificatamente messo a
punto per la cattura dei flebotomi; il catturatore basato sul modello
descritto da )Husbands e Holten (1967) e Trpis (1968) permette di

raccogliere flebotomi senza dannquiarl}.

4. Impiego e limitazioni delle catture manuali.

Uno degli scopi principali delle catture manuali & quello delle
raccolte di materiale vivo. Nella tabella I sono riportati alcuni degli
studi sui flebotomi che si possono condurre usando tali metodi; in essa
vengono riportate anche le limitazioni per ciascun metodo di cattura
manuale. Poich® con questo tipo di cattura non viene esercitata nessun
tipo d4f selezione sulle specie da identificare in una determinata area,
easa rig/l;,lta applicabile negli studi tassonomici ed ecologici dei flebo-
tomi. Per qﬁanto riguarda le limitazioni del metodo, va sottolineato
senz'altro che per la cattura con provette o con catturatori a bocca non &
mal possibile effettuare raccolte massive e quindi avere notizie sulla
densitd di specie. Con i catturatori a bocca, poi, qualora le catture

vengano effettuate nei posti di riposo dei flebotomi, ¢'a il grave rischio

Hauscherr's Machine Works, Trans River, N.J, 08753, U.S.A.
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di inalazione di polveri e di eventuali microrganismi patogeni. Ynfine per
i catturatori eiettrici vi & la possibilitd 4i danneggiamento degli
esemplari catturati, in quanto il vortice creato dall'aspirazione potrebbe
essere troppo forte da fare urtare i f£lebotomi contro le pareti del

catturatore.

Fig. 9 - Aspiratore elettrico reperibile in commercio. Cilindro
e tubo di aspirazione possono essere estratti dall'aspi-
ratore (A) ed il cilindro pud essere chiuso con un tappo a
vite (B}.
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B- TRAPPOLE SENZA ATTRATTIVO.

1. Catture con trappole adesive.

1.1. Carte oleate.

Una tipica trappola adesiva & costituita da un foglio di carta
oleata o 4i plastica spalmato con olio di riecino o di castoro; la trappola
pud essere posta in posizione orizzontale, verticale o inclinata dove si

sospetta possano trovarsi flebotomi (Fig. 10).

Fig. 10 - Una carta adesiva (20 x 20 cm) che ha catturato
numerosi flebotomi (da Rioux e Golvan, 1969},

Le carte cleate non scno attrattive: gli insetti, che comunemente si
muovono con plccoli voli e tendono a posarsi sulle superfici che incontra-
no lungo il loro percorso, vi rimangono facilmente attaccati.
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L'olio usato v;riaz gli oli 4i ricino e di castoro sonc quelli pit
adoperati per la lorc efficacia adesivg e per la resistenza'agli agenti
“atmosferici. La durata del potere adesivo 41 tali ttappole chiaraﬁénte
dipende dalla loro dislocazione. Dalle esperienze dei vari autori risulta
' che se collocate in posti esposti, possono essere efficaci per 2-3 qiorni.
Nella maggior parte dqi casi, sembra non p;esentino proprietd repellenti,
né deteriorano gli esemplari.

La grandezza delle carte oleate pud essere diversa: la superficie
pid ampia & pid efficace, ma considerazioni pratiche impongono delle
limitazioni. Le cgrte oleate, come verrd detto poi, sono usate con ottimi
risultati per studi sulla densitd dei flebotomi e sulla variazione stagio-
nale delle varie specie. A questo scopo sono state fatte numerose ricérché
per determinare il numerc e la distribuzione di tald trappole con formato
:standard, necessari per avere il maggior numero di informazioni'possibili.

In Unione Sovietica vengono generalmente usate carte di 30 cm x 20
cm, preparate in pacchi di 20, una o due ore prima dell'uso, Nelle aree
cccupate da colonie animali, particolarmente gerbilli, le carte oleate
sono di solito arrotolate a forma di cilindro e introdotte nelle aperture
delle tane, se queste sono troppo ampie vengono attaccate alie pareti, In
aggiunta a queste sono utilizzate carte cleate arcuate a forma di bandie-
ra, fissate su un paletto a 3-4 cm dal suolo; il lato convesso & rivolto
verso il terreno, parallelamente alla superficie. Per dJeterminare la
densiti dei flebotomi in una certa area, i ricercatori sovietici collocano
dieci di queste trappole al centro della colonia, equidistanti, per guanto
possibile, dalle entrate delle tane.

Una simile standardizzazione .é adottata quando le raccolte sono
effettuate in centri abitati. Le carte oleate sono distribuite a coppie
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negli angoli pid bui delle case, ad una stessa distanza dalle pareti (5-8
cm) e dal soffitté. Su un campione di 200-300 poderi & stato calcolato che
¢ sufficlente fare catture in 10 fattorie con 100 carte cleate esposte per
24 ore per avere un'informazione statisticamente significativa sulla
densitd dei flebotomi sull'intera area (Dergacheva, 1980).

Un altro tentativoe @i standardizzare il metodo delle carte oleate,
usate nel bacino del Mediterraneo per studi quantitativi, qualitativi ed
ecologici, ha portato a modificare gquesta trappola con l'aggiunta 4di una
fonte di luce (Rioux e Golvan, 1969), e trattandosi di una trappola con
attrattivo si rimanda per la descrizione alla apposita sezione.

Le carte oleate possono essere montate su telai quadrati di legno
éosi da essere preparate in laboratorio e trasportate senza che si toc-
chinc 1'un 1l'altro,

L'olio pud essere anche spalmato su quadrati d4i plastica su una
superficie di grandezza standard {21 cm x 29,5 cm per Butticker, 1979), in
modo che ne resti libera la cornice. Quest'ultima permette 1l'inserimento
della trappola in speciali scaéole appositamente preparate,

Incltre la carta pud essere sostituita da fogli‘di acetato sul cui
lato inferiore, o sull'intero perimetro, & inccllata una strisciolina
dello stesso materiale, alta 1,5 cm, per evitare che 1'olio coli e cada
sul suolo.

Per le raccolte all'esterno degli edifici, le trappole adesive sono
piazzate un'ora prima del tramonto e raccolte entro un'ora dopo il sorgere
del sole, per evitare che l1l'olio si secchi ¢ che gli esemplari siano
danneggiati da eventuali animali presenti nell'area. La carte oleate
possono essere collocate anche intorno a gabbie contenenti animali esca

per la cattura di flebotomi che abbiano gii punto o che si avvicinano
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a pungere {Thatcher e Herting, 1966).

Le trappole oleate prelevate vengono numerate e raggruppate secondo
il luogo di cattura e il periedo in cui sono rimaste esposte. I flebotomi
catturati sono rimossi singolarmente mediante un pennellino e posti in

contenitori con alcool a 95%, per sciogliere l'olio residuo.

2. Catture in tane d4i animali.

Nelle aree in cui i flebotomi hanno come luogo di riposo tane di
animali o crepe delisuolo, vengono usate trappole appositamente studiate.
Ne esistono diversi modelli alcuni dei quali,presentanoc proprietd adesive,

mentre altrl permettono la cattura di esemplari vivi.
2.1. Trappole adesive.

Un cono di carta ricoperto interpamente con un film di olio di
castoro pud essere posto a chiusura dell'ingresso della tana. In tal
modo i flebotomi che tentano di uscire rimangoho attaccati alla
trappela, I coni devone essere collocati e rimossi in determinate ore

del giorno in modo che gli abitanti della tana non li distruggano.

2.2. Trappole non adesive.

Vengono descritti due modelli pil usati per catture di flebotomi
in tane di animali.

a} Uno dei modelli pit semplici & costituito da un cono di
carta, tronco e ricoperto da una rete a maglia fitta. I flebotomi che
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escono dalla tana risalgono il cono dove rimangono intrappolati. Gli
esemplart catturati sono rimossi mediante catturatori a bocca o

elettrici.

b) Il modellco descritto da Chaniotis e Anderson (1968) consiste
in un imbuto con un diametroc maggiore di 17 o 20 cm. Una striscia di
mussola, attaccata al margine dell'imbuto serve a sigillare la trap-
pola sull'apertura della tana, I flebotomi che tentano di uscire sono
obbligati ad entrare in un cilindro di vetro (3 cm 4di diametro, 16 cm
di 1lunghezza) che & applicato al collo dell'imbute (Fig. 10-3).
L'estremitd distale del clindro é.ricoperta da una rete di nailon
pluttosto fitta (25 maglie per centimetro), mentre l'altra estremita &
chivsa da un tappo 4i sugherc attraversato da un foro conico i} cui
diametro va resfringendosi da 20 mm, nella parte in cui & infilato il
collo dell'imbuto, a 6 mm, all'altra estremitd. Per evitare che i
flebotomi catturati possano ritornare nella tana, un tubicinoe di
vetro, lungo 3-4 cm e con un diametro di 6 mm, si protende all'interno
del cilindro a partire dal foro praticato nel téppof Una volta fatta
la cattura, il contenitore cilindrico viene separato dall'imbuto e il
foro chiuso con del cotone: i flebotomi vivi possono cosl essere
trasportati. In una versione modificata di questa trappola (Fig.
10~-B), il cilindro di vetro & smostituito con una scatola di cartone.
La base di questo contenitore presenta un foro nel quale si inserisce
i) c¢ilindro di un imbuto per circa metd della sua lunghezza, mentre il
lato opposto & costituito da una rete a maglia fitta. L'interno
dell'imbuto & stato spruzzato con vernice su cui, prima che si asciu-

gasse, & stato sparso un piccolo gquantitativo @i sabbia. Questo
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trattamentoe rende la superficie meno liscia e artificiale, favorendo
il movimento dei flebotomi su di essa. Il contenitore di cartone con
gli insettl catturati pud essere rimosso facilmente, avendeo ltaccor-

tezza di chiudere bene il foro in cui penetra il collo dell'imbuto.

3. Altri tipi di cattura senza attrattivi,

Esistono numerose trappole per la raccolta degli insetti ecmato-
fagi, il cui funzionamento non si base sull'azione di attrattivi che
possonc operare una certa selezione. Di.seguito sono descritte le

trappole usate anche per la cattura dei flebotomi.

Fig. 11 - Due tipi di trappole non adesive. (A} Modello descrit-
to da Chaniotis & Anderson, 1968; (B) Versione modifi-
cata dal modello precedente in cui il cilindro 4i ve-
tro & sostituito da una scatola di cartone,
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3,1. "Malaise trap”.

Il principio di funzionamento di questa trappela si basa sul fatto
che i flebotomi, come altri insetti, quande incontranc un ostacolo tendono
a volare verso 1l'alto. La "Malaise trap" & composta da quattro pannelll
verticali di rete ner&, disposti a X, su cui & collocata una piramide
rettangolare di rete bianca (Fiq; 12). Sulla.cima di quest’ultima & posto
un c¢ilindre metallico o di plastica che sorregge lo scheletro di un
contenitore: in esso rimangono imprigionati gli insetti il cul veolo &
interrotto dai pannelli sottostanti. Di questa.trappola esistono varie
vérsioni ripo:tate da Service (1976). La trappola Malaise @ stata usata

per catture di flebotomi da Quate (1964).

Fig. 12 - Trappola Malaise (ridisegnata da WHO, 1975),
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3.2. Trappola con rampa.

Particolarmente usata per le raccolte @i =zanzare, questa trappola
pud essere usata anche per il campionamento di flebotomi. La trappola é
costituita da un tunnel che va restringendosi e gnida gli insctti
alltinterno di una gabbia in c¢ui rimangono imprigionati. alla trappola pud

essere aggiunta un'esca animale, per cui acquista proprietd attrattive.

3.3. Ripari artificiali,

La trappola & stata ideata con 1'obbiettive di imitare i posti di
riposo naturali ed avere quindi una certé densita di flebotomi in luoghi
conosciuti e di facile accesso.

Vengone di seguito menzionati alcuni dQei ripari artificiali che
possono essere usati per la cattura di flebotomi.

- Cavitd artificiali possono essere realizzate con scatole o con
altri contenitori (botti, wvasi, ecc.), parzialmente interrate e con
1'entrata chiusa da un drappc nerc. Si creano cosl guelle condizioni di
umiditd, di temperatura, di pencmbra e di riparc dagli agenti atmosferici
che caratterizzano i "posti di riposo" dei flebotomi,

- Gli stessi risultati possono essere raggiunti, qualora il terrenc
sia adatto, mediante pozzi artificiali coperti da una tettoia.

= Cavitd scavate nei tronchi degli alberi possono essere imitate da
Strutture in legno appositamente costruite e poste fra i rami (Thatcher e

Herting, 1966). Queste sono costituite da due pannelli di legno compensato

isposti a forma @i A e uniti alla base. Altri due pannelli chiudono le
facce anteriore e posteriore. Una piccola porta nel pannello anteriore

27




pérmette l'ispezione dell'interno, da cui gli insetti sono rimossi
mediante catturatori a bocca o elettrici.

- Capanne artificiali sono costruite in zone con densiti elevate @i
flebotomi, qualora s;a difficile 1la cattura nelle comuni abjitazioni
{(Heisch, 1954). Queste presentanc pareti chiare e lisce su cui gli ingetti
possono essere facilmente localizzati e catturati. Nell'ambito di studi su
zanzare, queste costruzioni sonc state dotate di trappole di entrata e di
uscita e vi sono state effettuate catture con spray di piretro. Questi

metodi potrebbero essere applicati anche per i flebotomi.
3.4 Catture con piretro.

Le catture con piretro posscno effettuvarsi in tutti quegli ambienti
che sono facilmente chiudibili. Tutte le superfici orizzontali
delltambiente scelto sono ricoperte con panni bianchi, senza lasciare
nessuno spazio tra i murji e il pavimente, Finestre ed altre aperture sono
chiuse con reti a maglia fitta; nell’ambiente viene quindi spruzzato
piretro nebulizzato e dopo dieci minuti, guando il piretroc ha esplicato la

¢
sua azjione, i panni vengono rimossi e ripiegati, avéndo cura che dgli
insetti caduti su di essi rimangano nell'interno. In laboratoric 1
flebotomi sono raccolti con una apposita pinzetta e sono trasferiti in
provette, per poi essere sottoposti alle comuni tecniche di cui si parlera

in seqguito.

3.5 Trappole di entrata e di uscita.

Particolarmente usate nello studic dell'ecologia delle zanzare,
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gueste trappole possono essere adoperate anche per i flebotomi. Si tratta
di superficli a cono o di altra forma convergenti versc una fessura che
immette in una gabbia di rete a maglia fitta (Fig. 13). Possono essere
applicate alle finestre, alle porte o al murc (in capanne]'con 1'apertura
rivolta verso l'interno (trappole di uscita) o versc l'esterno {trappole

di entrata), secondo lo scopo della ricerca.

Fig. 13 - (A} Trappecla di entrata ed uscita; {(B) Sezione di trappola
in entrata ed uscita (da WHO, 1975} ridisegnata.

4, Impiego e limitazioni delle trappole senza attrattivi.

Nella Tabella 2 scono riportati alcuni studi che si possono condurre
impiegando trappole senza attrattivo, con le limitazioni del metodo.

Le trappole adesive song largamente utilizzate nella lore forma piix
semplice di fogli di carta oleata. Esse infatti risvltano di facile useo
per l'operatore e nello stesso tempo possono essere collocate in diversi
ambienti per cui permettonc di ;accogliere una notevole guantita ai
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informazioni. Inoltre ) possibile  effettuare catture massive
simultaneamente su un vasto territorio. Il metodo & standardizzabile
mediante l'uso di carte di formate fisso collocate in particolare modo:
cid rende possibile comparare dati relativi a diverse zone e quindi avere
un'idea pinttosto precisa sulla distribuzione, sulla densitd e
sull'andamento stagionale delle varie specie di flebotomi in una
determinata regione,

A seconda dell'ambiente in cui vengono collocate le trappole adesive
permettono leo studic di wvari aspetti dell'ecologia ed etologia dei
flebotomi: all'ingressc di abitazioni catturano specie diverse nel lato
interno (insetti in uscita) e in quello esterno {insetti in entrata},
dando informazione sulla endofilia ed escfilia delle specie; la stessa
diversitd di cattura si ha gquando le trappole sonc poste all'ingresso di
tane di animali. In questo caso se i flebotomi vengono rimossi entro poche
ore {3-4), l'analisi del pasto di sangque permette lo studic del ruolo
vettore delle specie. Inoltre collocate con una certa disposizione e a
distanze ben definite l'una dall'altra possono dare utili informazioni
sulla direzione di volo di specie antropofile, dai posti gi riposo agli
agglomerati umani.

Poche sono le limitazioni all'uso di queste trappole: in zone con
temperatura ed umiditd elevate se sono esposte all'esterno in periodi in
cui le condizioni climatiche sono sfavorevoli, l'clic potrebbe seccarsi,
perdendc cosl le proprieté adesive. Un altro inconveniente presentato
dalle carte oleate & che gli insetti catturati possono essere danneggiati
durante la rimozione: infatti se non si opera con le dovute cautele le
parti pid fragili quali ali, antenne, pélpi,zampe, spine, possonc rimanere
attaccate alle trappole.
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Per quanteo rigquarda le catture in tane di animali scnza l'uso di
attrattivi, indipendentemente dal campionamento di escmplari vivi o morti,
esse permettono 1'identificazione dei posti di riposo dei flebotomi.
Chiaramente tali trappole, essendo selettive per le specic di flehotomi
che usano le tane come posto di riposo sono limitative per lo studio di
tutte le specie di una determinata zona. Inoltre le catture sono poi
effettuabili in tempi 1limitati, in quante le trappole possono essere
lasciate in situ solo durante il periodo in cui gli ospiti della tana
riposano in quanto uscendo la distruggerebbero.

Gli altri metodi di cattura senza attrattivi descritti seno stati
finora largamente usati per la cattura di zanzare, Il loro impiege nelle
ricerche sui flebotomi & attualmente limitato: sono necessari quindi un
numero maggiore di prove in questo campo per poter valutare meglio la loro
applicabilitd e le loro limitazioni. Va comungque sottolineato che con le
trappole con rampa si pud studiare la direzione d4i volo dei flebotomi ma
il loreo uso, come quello delle trappole Malaise, & limitato a zone con
alta densitd di flebotomi. I ripari artificiali permettono studi
sperimentali ‘sul comportamento dei flebotomi, soprattutto
1*jdentificazione dei posti di riposc laddove non esistono o sono di
difficile accesso. Questo tipo di trappola presenta 1l'inconveniente di una
manutenzione periodica per 1 possibili danni provocati dagli agenti
atmosferici. Inoltre, i ripari costruiti in legno possono essere soggetti
all'attacco delle termiti. Per quanto riguarda invece le catture con
piretro, anch'esse largamente usate per le zanzare va sottolineato che se
applicate ai flebotomi permettono la identificazione di sole specie
endofile o endofaghe per cui risultano selettive., Lo studio dell'endofagia

e dell'esofagia nonché dell'endofilia ed dell'esofilia pud essere compiuta
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mediante l'uso di trappole di entrata.ed uscita, il loro uso perd da
risultati soddisfacenti solo se il resto dell'ambiente & totalmente
chiuso. Una loro limitazione & costituita dal fatto che in alcune zone non
& sempre facile reperire ambienti idonei dove tali trappole possono essere
collocate, in gquanto & impossibile chiudere tutte le aperture 4i tali

ambienti (stalle, capanne ecc.)
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Tabella 2: Metodl di cattura con trappole senza attrattivi ¢ loro impiego
in alcuni campi di studio sui flebotomi con le relative limitazioni

METODO

ALCUNI CAMPI DI STUDIO

SUI FLEBOTOMI IN CUI PRUG’
ESSERE USATO IL METODO

LIMITAZIONI DEL METODO

Trappole 1)
adagive (2)

(3)

{4)
(5)
{6}
(N
(8}

(9]
(1)

Catture in i
tane animali

Studi tassonomici

Identificazione di posti di
riposo

Pistribuzione e densitd delle
specie

Variazione stagionale delle specie
Dispersions verticale

Esofilia ed andofilia -
Analigi del pasto di sangue
Determingzione dell'infezione
naturale

Zoofilia

Studi sull'attivitd dei flebotomi

e ——— .
a) Adesiver (1) (2) (3) (' & (9)
Interazions vettore-sarbatoio

b} Ron
adesive: (11}

Malaise

trag

Tragggla
con_rampa

Ripari
artificiali

Catture

con pixatro

1) (2) (3} (M (8) (9)

Raccolta di materiale vivo

(1) {7} (8) {10 (11}

(1) (7)) (8) (10} (11)

(1) {2} (7} (@) (11)

[ ] *
(1) (&) (T} (&)

Trappole dif (1) (6) (7) (&) (11)

entrata e {12)
di uscita

Escfagia ed endofagla

L'olio perde le sue propricté
adesive in condizioni atmosferi-
che sfavorevoli: umiditd e tem-
perature elevate, vento forte,
ecc.

Danneggiamento degli esemplari
durante la rimozione: le parti
delcorpo pid fraqili possono
rimanere attaccate alla trappcla

valgono le atesse limitazioni
dslle trappole adesive

La trappole adesive non poasono
essers tenute in site sole du-
rante 11 periodo di riposo degli
ospiti della tana

Il metodo dA raccolte massive
solo in zone ad alta densitd di
flabotomi

Il metodo d& raccolte massive
golo in zone ad alta densitd di
flebotomi

L'esposizione della gabbia agli
agenti atmosferici pud abbattere
i flebotomi catturati

Il metodo d& raccolte massive
so0lo in zone ad alta densitd di
flebotomi

Le trappole in legno posscno
essere distrutte da termiti

I ripari artificiali hanno biso-
gno di manutenzione periodica per
i possibili danni provocati dal
maltempo,

I} metodo & selettivo per specie
endofile

Non sonoc sempre di facile reperi-
bilitd gli ambientl dove poter
ecollocare le trappole

ss50lo se i flebotomi vengono rimossi dopo poche ore {3-4) dalla cattura
Se posti vicino ad esche
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C- TRAPPOLE CON ATTRATTIVO.

1. Catture con esca.

1.1. Trappela Disney.

La trappola, messa a punto da Disney nell'ambito d4i studi sulla
leishmaniosi in Belize, si basa sull'attrazione esercitata dal ratte verso
alcune specie di flebotomi. Il prototipo descritto da Disney (1966) &
costituite da una gabbia cuboidale con il lato di 15 com, sospesa su una
bacinella (19x19x5 cm) e mantenuta in posizione da un filo di ferro che
unisce due 1lati della bacinella. TLa gabbia viene posta nella cavita
centrale guadrata {(15x15 cm) di una superficie metallica con il lato di SO
cm, I perimetri internc ed esterno di questa lastra presentano un bbrdo
rialzato di un centimetro circa. La trappola & protetta da una tettoia di
metallo (91x91 cm) con un foro centrale attraverse cui passa un uncino
saldato ad un pezzo di legno posfo esternamente. La tettoia & appoggiata
ad un supporte costituito da un cerchietto di filo di fexro dal quale si
diramano quattro cordicelle tese, unite ad appositi sostegni. L'uncino
passa attraverso il cerchietto di filo di ferroc e sospende la gabbia che
prende posto nel foro praticato nella superficie di cattura. Su questa
viene steso un film di olie di castorc a cui possono rimanere attaccati i
flebotomi che si avvicinano al ratto, o che dopo averlo punto si allonta-
nanc. Un modellc schematico di trappola Disney & riprodotte in Fig. 14; la
trappola & stata impiegata da Gradoni et al. (1983} usando come esca il

ratto nero (Rattus rattus).

Per aumentare la superficie di cattura, Thatcher (1968} ha aggiunto
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alla trappola di Disney un altro panncllo, parallelc a quello yid esisten-

te. Ambedue posscono essere collocati ad altezze diverse,

scorrendo su
quattrc assi verticali saldati agli angoli della tettoia (Fig. 15).

C’f@ A
N

L5

o)

™

4 TELT 3l -t E

[

K

Fig, 14 - Un modello schematico di trappola Disney usata da
* Gradoni et al, 1983,

Nella trappela Disney e nei diversi modelli che ne sono stati

costruiti, possono essere usati, oltre al ratto, vari animali di piccola

taglia,
1.2, Trappole ad imbuto.

Esistono vari modelli di trappole ad imbuto che si rifanno al
prototipo messo a punto da Bellamy e Reeves (1952). Questo consiste in un

cilindro lungo 36,8 cm e con un diametro di 30,5 cm, nelle cui basi sono
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Fig. 15 - Un modello schematico di trappola Disney modificata
da Thatcher (1968).
praticati due fori di 22 cm @i diametro; in essi sono colleocati due imbuti
metallici con l'apice rivolto verso l'interno. Nel cilindro viene posto un
animale esca © un blocco di ghiac.cio secco ricoperto di carta spessa.
Questa trappela, usata per la cattura di zanzare, & stata pol modificata
da Thatcher e Hertig {1966) per flebotomi (Fig. l16-A). Tale modello &
costituito da un cilindro 4i acciaio inossidabile, lungo 91,4 cm e con un
diametro 4i 25,4 cm. In ciascuna delle basi viene inserito un imbuto di
rete a maglia fitta con una apertura apicale di 2 cm circa. Durante le ore
di cattura, generalmente dal tramonto all'alba, viene appoggiata ad un
supporto o appesa in prossimitd del suclo. I flebotomi, attratti dal-
l'esca, risalgono gli imbuti, entrano nel cilindro attraverso i fori
apicali e vi rimangono imprigionati. La sostituzicne degli imbuti 4i

metallo del modello di Bellamy e Reeves con imbuti di rete fitta evita la
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probabile condensazione di vapore cul si va incontro nei luoghi dove
vivono i flebotomi. L'efficienza della trappola dipende dal tipo di
animale scelto, dall'uso di una rete appropriata nella costruzione degli
imbuti e dalla posizione della trappola, I flebotomi catturati vengono
aspirati con catturateori a bocca o elettrici,

Un altro modello di trappecla ad imbuto con esca animale & stato
descritte da Turner e Hoogstraal (1965). Questo & costituito da un conte-
nitore rettangolare di legno compensato con la superficie superiore 4di
vetro (Fig. 16-B}. In ognuna delle facce laterali & praticato un foro di
15 cm di diametxo. In tre dei fori sono inseriti coni lunghi 10 cm con una
apertura. apicale del diametro 4i 6 mm; nel quarto forc invece viene

applicato un manicotto 4l stoffa. All'interno del contenitore & collocata

una gabbietta con l'esca.
1.3. Altri tipi 4i trappole con esca.

Fra le trappole che sfruttano l'attrazione esercitata da esche
animali, oltre a quelle gid descritte, ne ripeortiamo tre tipi che possono

essere unsate anche per i flebotomi.
a) Trappola con tenda,

E' costituita da una tenda di mussola o di un altro tessuto leggero
a trama fitta, fissata ad uno scheletro di metallo o di legno cuboidale o
rettangolare, di dimensioni varie (Fig. 17). Tale struttura & sospesa
sopra ad anjmali esca, uomo compresc, lasclando alcuni centimetri tra la
base della trappola ed il suclo. I flebotomi attratti dall'ospite entranco
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Fig. 16 - (A) Modello di trappola a doppio ingresso descritto
da Thatcher & Hertig (1966} ridisegnata; (B) Modello di
trappola a tre ingressi descritto da Turner & Hoogstraad
{1965) ridisegnata.
attraverso gquesto spazio e, nella maggior parte dei casi, rimangono
intrappolati non ritrovando pit la via d'uscita. L'efficacia della trappo-
la & dovuta principalmente al fatto che i flebotomi, guando urtanc contro
una superficie verticale, in questo caso la parte interna della tenda,
tendono a volare verso l'alto. Inoltre, una volta fatto il pasto di sanque
sull'esca, i loro movimenti sono pill rari e lenti, Gli insetti catturati

sono rimossi dalla trappola mediante catturatori a bocca o elettrici.
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Fig. 17 - Trappola a tenda con esca umana.
b) Trappola con doppia esca.

La trappola descritta da Chaniotis e Anderson (1968) consiste in un
parallelepipedo 30x20x18 cm) di legno, separato in due compartimenti
attiqui. Ognuno di guesti presenta due aperture rotonde di 10 cm di
diametro: una dotata di un manicotto di stoffa, l'altra chiusa da una rete
metallica a maglie di 3 mmz. La faccia superiore di vetro permette 1l'os-
servazione dell'interno della trappela e l'entrata 4i luce in essa, I
flebotomi attratti dJdalle esche passano attraversoc la rete metallica.
Giunti all'interno, se effettuano il pasto di sangue, diventano troppo
lenti per ritrovare la via di uscita, come & stato gid detto per 1le
trappole con tenda. D'altre canto, ingorgate non tendono a volare verso
1'alto e per tendenza naturale e per 1'attrazione esercitata dalla luce
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proveniente dalla faccia di vetro.
c¢) Trappola con aspirazione ed esca,

La trappcla, di cui si conoscono vari modelli (in Fig. 18 & ripro-
dotto quello di Davies, 1973) & realizzata ponendeo sulla gabbia dell'ani-
male esca un aspiratore meccanico. Pud essere aggiunta anche una sorgente
di luce, nel qual casc i flebotomi sarebbero attratti contemporaneamente
per chemiotassi e per fototassi, aumentando il numero delle specie cat-
turate. Un'altra variazione che potrebbe essere apportata consiste nella

sogtituzione dell'esca con CO2 solida.

L'attrazione esercitata da un'esca pud essere sfruttata anche in
altri tipi di trappole che normalmente non ne fanno uso. Si & visto
infatti che l'aggiunta di un animale a "Malaise traps® o a trappole
luminose fa aumentare l'entitd delle raccolte.

D'altra parte & molto com%pe effettuare catture intorno ad esche

usando semplici carte oleate oppure operare direttamente sull'’esca ser-

‘

vendosi di catturatori manuali.

2. Catture con trappole luminose.

2.1. Trappole luminose con carte oleate.

Questo tipo di trappola si avvale dell’attrazione esercitata dalla
luce su alcune specie di flebotomi e della proprietd adesiva delle carte
oleate, cul si attaccano gli esemplari attratti. Pud essere impiegata in

diversi modi: in ricerche sui flebotomi nel sud della Francia, Rioux e
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Fig. 18 - Trappcla con aspirazione ed esca descritta da Davies
(1973), ridisegnata. Si rimanda all'autore per la de-

scrizione.

Golvan (1969} descrivone ampiamente il suo impiego.
11 modello pid semplice consiste in un foglio @i carta cosparso di

olio @i ricino, montato sﬁ un supportce di legno (Flg. 19). Questo viene

introdotto in una anfrattuosita e illuminato Adall'internoc dalla luce di
viene adoperato un

una lampada tascabile.
Per catture pill abbondanti in spazi pid ampi,
certo numero di carte oleate, di solito da 4 a 7, attaccate ad una certa
41
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clascun foglio viene sospesa una lampada tascabile che illumina la faccia
posteriore della carta. Questo apparato & stato modificato in modo da
standardizzare il pid possibile i risultati. Nel sistema messo a punto da
Rioux e Golvan (1969) il supporto @ costituito da un rettangolo di legno

di 170 cm x 20 cm, sul quale a 30 cm di distanza 1'una dall'altra sono

Fig, 19 - Carta oleata con l'aggiunta di una sorgente luminosa
impiegata in un barbacane (da Rioux & Golvan, 1969).
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Fig. 20 - Trappela luminosa con carte cleate, ridisegnata da
Maroli & Bettini (1977).
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fissate sei lampade da 3,5 V. Davanti a ciascuna é sospesoc un foglic di
carta oleata 20 x 20 cm, Una batteria da 6 V alimenta le lampade durante
le ore d4i utilizzazione. Un disegno schematico della trappola €& riportato
in Fig. 20. Alla trappola pud essere collegata una valvola automatica che

permette di accendere e spegnere le lampade all'ora desiderata.

2.2. Trappole luminose con aspiratore.

2.2.1., Trapﬂole C.D.C. (Communicgble Disease Centres).

Fra le trappole che si basano sull'attrazione dei flebotomi da parte
della luce, le C.D.C. sono le pidt comunemente usate. Inizialmente sono
state messe a punto per la cattura di zanzare nell'ambito di studi su
arbovirus (Sudia e Chamberlain, 1962); il loro uso & stato poi esteso agli
altri ditteri ematofagi. Una trappola C.D.C. & costituita da un cilindro
in plexiglas su cui sono praticate due fessure che permettono l'inserzione
dei bracci di sostegno per un piccolo motore che mette in funzione una
ventola (Fig. 16-A}. Alle fessure, mediante dadi ed aiette, sono fissati
due supporti che sostengono un'ampia tettoia metallica di protezione.
All'apice del cilindro & situata una lampadina la cui luce & riflessa
dalla tettoia metallica sovrastante., All'altra estremiti del eilindro,
mediante una fascia elastica, & fissato il collo 4i un bontenitore di rete
fitta tenuta tesa da due cerchi di metallo paralleli, L'energia per il
funzionamento della ventola e della lampadina & fornita da una batteria da
6 V o da quattro pile a torcia da 1,5 V. I flebotomi attratti dalla luce
sono aspirati nella gabbia, passando attraversc le pale in rotazione della
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ventola. La trappola viene lasciata iﬁ funzione per un'intera notte; i
flebotomi catturati sono rimossi mediante un catturatore a bocca o elet-
trico, introdotto in un manicotto laterale.

Un tipo di trappola C.D.C., modificata specificatamente per cattu-
rare flebotomi, & stato descritto da Chaniotis e Anderson (1968) (Fig.
21-B) . Essa consiste in un cilindro 4i plastica trasparenté {15 cm di
diametro x 21 cm di altezza) sul quale & montato un motore che aziona una
ventola a guattro pale. Una piccola lampadina & posta al centro di
un'apertura circolare, di 5 cm di diametro, prodotta sul fondo del cilin-
dro., Gli insetti attratti dalla luce sono aspirati all'interno dalla
corrente d'aria provocata dalla ventola in rotazione, éisalendo un con-
dotto a forma di cono tronco che giunge al centro della trappola. Perché i
flebotomi non vengano a contatto con la ventola, al 4i sotto di questa &
collocata una rete a maglia fitta, tenuta in sito da quattro viti., lLa
ventola e la lampadina sono alimentate da un paio 4di batterie da 1,5 V.
Per l'uso, la trappola & sospesa mediante una catenella esterna, attaccata
a due dei supporti della rete. Lé batterie restano sul sucle, su un ramo ©

st una roccia vicini e sono unite alla trappola mediante un file condut-

tore.
2.2,2 Trappola New Yersey.

Di questo tipo di trappola, largamente usato per le catture di
zanzare, esistono numerosi modelli, frutto dei tentativi dei ricercatori
di renderlo sempre pil pratico e manegevole., Il funziconamento delle
trappole New Yersey, come quello delle C.D.C., si basa sull‘azione attrat-
tiva della luce emessa da una lampada e sull'aspirazione prodetta da una
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Fig. 21 - (A) Trappola CDC {ridisegnata da Sudia & Chamberlain,
1962), vedere testo per descrizione; {B) Un modello 4i
trappola CDC messo a punto da Chaniotis & Anderson (1968)
per la cattura di flebotomi (ridisegnata),
ventola, La lampada e il motore della ventola sono, nei modelli pil usati,
alimentati da una batteria da 6 V. Diversamente dalle C.D.C., gli insetti
non sono catturati in una gabbia, ma, attraverse un imbuto, sono guidati
in uno speciale contenitore (Fig. 22-B). In quest’ultimo possono essere
colleocati piccoli pezzi d4i gesso cosparsi con sostanze chimiche abbat-
tenti. Se i flebotomi devono essere catturati vivi, il contenitore, privo
di tali sostanze, pud essere cambiato pilt volte durante la stessa notte,
La trappola & protetta da una tettoia metallica conica sostenuta da alcuni
supporti, uniti al corpo del c¢ilindro. Gli insetti pit grandi wvengono
esclusi mediante una rete a maglie piuttosto fitte applicata sopra alla

ventola.
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2.2.3 Trappola Monks Wood.

I1 principic di funzionamento della trappola & lo stesso descritto
per le trappole precedenti. In guesto caso, perd, la luce & fornita da un
tubo fluorescente 4i 23 cm di lunghezza e 6 W di potenza, montato verti-
calmente nel punto di incontro di tre superfici rettangolari di plastica
bianca o di metalleo {Fig. 22-A). Questo apparato entra, in parte, nell'e-
stremitd di un cilindro trasparente in cui & posta una ventola. La gabbia
applicata alla parte inferiore del cilindro & uguale a quella delle
C.b.C., ma presenta una fascia supericre di cotone., Un'apertura
rettilinea, estesa per circa un terzo della circonferenza della gabbia,
permette di inserire del cotone umido o una spugna ricoperta da carta da
filtro, per mantenere vivi i flebotomi catturati. I margini della fessura
sono fatti collabire mediante velcro. L'energia necegsaria per il tubo
fluorescente e per la ventola & fornita da una batteria da 12 V.

Nel modello descritto da goss e Service (1979), la luce ultra-
violetta continua & sostituita con luce intermittente che permette d4i
risparmiare energia ed estendere, quindi, l'intervallo ai ricarica della

batteria. Il periodo di intermjttenza & regolato automaticamente.

2.2.4 Trappole a luce chimica.

Esistono vari modelli di trappole a luce chimica, particolarmente
usati per le catture di zanzare. Uno di questi, descritto da Service e
Highton (1980}, ha dato buoni risultati anche per i flebotomi. Il princi-

pio su cui si basa il funzionamento & lo stesso di quello enunciatoc per le
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Fig. 22 - (A) Trappola "Monks Wood" da Ross & Service (1979)
ridisegnata; (B) Trappola "New Yersey™ da Service (1976)
ridisegnata.

altre trappocle luminose. In questo tipo di trappela, perd, la luce fluore-
scente emessa da un tubicino posto alla base & prodotta dalla reazione fra
due soluzioni, dalla cui natura dipende la lunghezza d'onda della emis-
sione., L'intensitd della luce e la sua durata sono temperatura dipendenti,
con un rendimento massimo fra 21° e 27% C, Gli insetti attratti dalla luce
sono aspirati nella gabbia a rete fitta posta sopra al cilindro in cui si

trova la ventola in rotazione.

3. Catture con CO, .

3.1 Trappole con C02.

La trappola sfrutta il potere attrattivo della CO2 sugli artropodi
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ematofagi. Ne esistono vari modelli, largamente usati per la cattura 4di
diverse specie di insetti. Per i flebotomi vengono adoperate principal-
mente trappole in cui 1la coz, splida o gassosa, & circondata da carte

adesive, Rioux e Golvan (1969) ne descrivono tre modelli:

a) Un cilindro di plastica di 25 com di diametro & chiuso alle
estremitd da un disco di carta, perforata da un certo numero di buchi di 3
cm di diametro, I dischi e 1la superficie esterna del cilindro sono
cosparsi di olio di ricino. All'’interno della trappola & posto un blocco

di 2 kg di 002 solida.

b) In un c¢ilindro metallico di 12 cm di diametro x 15 cm di
lunghezza, vengono posti 2 kg 4di CO2 sclida., Mediante tre sostegni
laterali, tale cilindro viene sospeso all'interno di un'altro pilt grandc
(18 cm di diametro x 30 cm di lunghezza). Sulla superficie esterna di

quest'ultime, & incollato un foglio di carta oleata che la ricopre

completamente.

c) Blle due estremitd 4i un asse lungo 25 cm e con 3 cm di diametro,
sono collocate perpendicolarmente due superfici quadrate di 15 cm di lato,
unite fra loro da un unico foglio di carta oleata (45 X 25 cm). Un foro su
una superficie permette il passaggio del tubicine attraverso cui viene
introdotta CO2 nella trappola (Fig. 23-B).

Il principio di funzionamento dei tre modelli descritti & il
medesimo: 1 flebotomi attratti dalla €O, urtanc centro le carte adesive e

2

vi rimangono attaccati.
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3.2 Trappole luminose con C02.

Numerosi studi hanno dimostrato che le trappole in cui oltre alla

CO2 & presente la luce come risorsa attrattiva sono significativamente pil

efficienti nelle catture di flebotomi. Ricux e Golvan (1969) descrivone

due modelli d4i trappola lumincsa con C02.

a) BE' costituita dalla trappela a CO_ descritta nel paragrafo

2

precedente al punto c), cui & aggiunta all'interno, appesa all'asse

centrale, una lampada da 3,5 V {Fig. 23-a}.

Fig. 23 - (B) Trappcla con CO_, (A} con l'aggiunta di upa sorgente
luminosa (da Ricux & Golvan, 1969). '
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b} Consiste in un cilindro di matefiale plastico trasparente, dotato
di un coperchio e di un fonde mobile di 1 c¢m di spessore (Fig, 24). Alle
due estremitd sono pratjicati due serie di fori di 0,2 cm Ai diametro che
asgicurano la circolazione del gas. Il coperchio superiore presenta una
apertura circolare di 1,2 cm di diametro attraversc cui viene inserito il
tubo della CO2 gassosa nella trappola. Pud anche essere usata CO2 solida
racchiusa in un cestino metalllco collocato all'interno del cilindro. Tra
il cestino e il cilindrce sono disposte tre serie di lampade da 6 W,
alimentate da corrente a 6 V; l'intensitd della luce pud essere regolata
da un potenziometro, La superficie esterna del c¢ilindro & ricoperta da un

foglio di carta cleata {(Fig 24}.

CIF gassos

Fig. 24 - Schema di trappela luminosa con CO,, da Rioux &
Golvan, 1969 ridisegnata (vedere testo per descrizione)
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.La combinazione delle due sorgenti attrattive, Co2 e luce, pud

essere ottenuta modificando le trappole luminose comunemente usate

(C.D.C,, New Yersey, Monks Wood, eccc.), cul viene aggiunta CO, solida in

2
un unico blocco o in pid pezzi, collocati sopra o dentro la trappola
{(Chaniotis, 1983). In alcune trappcle con esca (trappole ad imbuto, con

tenda, ecc.}, questa pud essere sostituita con CO2 solida.

4. Impiego e limitazioni delle trappole con attrattivi.

Mella Tabella 3 sono riportati alqpni campi di studi che si possono
condurre con l'uso di tali trappole.

Le catture effettuate con trappole il cui principio di funzionamento
gl basa sull'azione 4i attrattivi {esca, 1luce, coz] sono ovviamente
limitate alle specie che ne sono attratte. Questo tipo di trappole per-
mette raccolte piuttosto abbondanti e studi sull'ecologia e sulla etologia
dei flebotomi. Non & perd possibile, adoperando esclusivamente trappole
con attrattivi, avere informazioni sufficienti a determinare la densita e
la distribuzione delle varie specie presenti in un territorio. Tuttavia il
tentativo di standardizzazione fatte con una serie di carte oleate e di
lampade {(Rioux e Golvan, 1969), mediante 1'usc 4i “unita trappola {20 x 20
cm) per notte™, permette con una discreta approssimazione una stima
quantitativa delle specie presenti. Cid & possibile in quanto, pur essendo
favorite le catture di specie fototropiche, tuttavia il rapporto quantita-
tivo fra esse rimane costante, permettendo, quindi, di paragonare i dati
ottenuti in zone diverse e di studiare le fluttuazioni giornaliere Qgdei
flebotomi in relazione alla variazione dei parametri ecologici.
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Gli altri tipi 4i trappole luminose, C.D.C, in particolare, il cui
usc non & stato ancora standardizzate, non consentono indagini di questo
tipo. Tuttavia sono particelarmente utili nella stima del fototropismo
delle varie specie e quindi nello studioc sull'ecologia di questi insetti.
Inoltre, permettono la raccolta di materiale vivo in discreta quantita,

Per guanto riguarda le trappole con esca, esse sono particolarmente
usate per studi sull'interazione vettore-serbatoio. L'analisi del pasto di
sangue dei flehotcmi cosl catturati, nonché la determinazione dell'in-
fezione naturale nel vettore e nell'ospite permettono di avere importanti
informazioni sul ciclo biologico in natura di leishmanie.e di arbovirus.
L'uso di diverse esche, separatamente o a coppia (trappole con doppia
esca), in t:fappole collocate in vari ambienti e in posizioni diverse,
risulta indispensabile nell'ambito di studi sulla preferenza d'ospite
delle varie specie di flehotomi.

Le trappole con Coz, attirando preferenzialmente specie chemio-
tropiche, permettono una stima di questo parametro biologico, importante
soprattutto per la determinazione delle specie vettrici. L'aggiunta di un
secondo attrattivo, la luce, a guesto tipo di trappoia, consente 1la
cattura di un maggior numerc di specie e raccolte pit abbondanti in
assoluto.

Per dquantc riguarda le limitazioni all'uso delle trappole con
attrattivi, si & gia parlato della selezione operata nella cattura delle
varie specie. Vanno inoltre sotteolineati alcuni punti di una certa impor-
tanza, riportati nella Tabella 3.

- In tutte le trappole in cui la cattura avviene grazie all'azione
di oli adesivi, a prescindere dall'attrattivo usato, si presentano gli

stessi inconvenienti che si hanne per le trappole adesive in generale:
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possibilita di danneggiamento degli esemplari durante la rimozione e
perdita di efficacia @ell'olio che pud colare o seccarsi a causa delle
condizioni atmosferiche sfavorevoli.

- Gli esemplari possono essere danneggiati anche adoperande trappele
luminose con aspiratore, in cui gli insetti sono costretti a passare
attraverso le pale della ventcola e vanno a urtare, talvolta violentemente,
contro la rete terminale,

- Nelle trappole con esca e in quelle con CO2 il rapporto fra i
sess] @& falsato, in guanto le raccolte sono particolarmente ricche di
femmine. Cid non si verifica, o si verifica in proporzioni minori, nelle

’

trappole lumincse,
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Tabella 3 : Matodi di cattura con trappole con attrattivi € lorc impiego in alcuni campi
di studio sui flebotoml con le relative limitazioni

METODOD ALCUNI CAMPI DI STUDIO
SUI FLEBOTOMI IN CUI PUO’
FESSERE USATO IL METODO

LIMITAZICNI DEL METODO

Catture con esca
a) Adesive:; (1) Studi tassonomici
(2) Dispersione verticale
(3} Determinazione del grado di
antropozoofilia della specig
()] Analigi del pasto 21 sanque
(5} Determingzione dell'infezicne
naturale
{6) Interazione vettore-serbatoio

b} Non (1) {2} (3) (4) (5) {&)
adegive: {7) Raccolta di materiale vivo

Catture con trappole lupinosg:

a) Adesive: (1) {2) (4) (5)
{8) Stima del fototropismo delle
{9) Distribuzione e densitd delle

specie
(10) PFluttuazione gicrnaliere e stagio-
nali
b} Con (1) {2y t4y (5} N

aspiratore:

Catture con GO _: . *

a) salo  (f (2} (&) (5

con CO,: {11) Sstima del chemjotropismo delle
varie specie

B) con €O, (1) (2 4" (5} (8 (1)
e luce:

La raccelta @ ovviamente limitata
alle specie che sono attratte
dall'esca usata

1l rapporto sessi & favorevole
alle femmine

Valgono le stesse limitazioni
riportate per le trappole adesi-
ve nella Tabella 2

La raccolta & ovviamente limita-
ta alle specie che Bono attratte
dall'esca usata

Il rapporto sessi & favorevole
alle femmine

Valgono le stesse limitazioni
riportate per le trappole
adesive nella Tabella 2

Gli esemplari possono essere dan—
neggiati passando attraverso la
ventola o nell'urto contro la re-
te terminale.

Le trappole luminose in genere
selezionano specie fototropiche

Valgono le stesse limitazioni
riportate per le trappole adesi-
ve nella Tabella 2

Le trappole con CO, in genere se-
lezionano specie cﬁemiotropiche
Il rapporto sessi € favorevole
so0lo alle femmine

Valgono le stesse limitazioni ri-
portate per le trappole con sole
c°2

Le  raccolte sono limitate a
specie chemiotropiche e fototro-
piche

*
Solo se i flebotomi vengono rimossi dopo poche ore {3-4 dalla cattura).
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CAPITOLO II

IDENTIFICAZIONE DEI FOCOLAI LARVALI

Gli stadi preimaginali dei flebotomi wvivono in habitat cén clima
calde umido costante, riparati dalla Iuce e dal vento e riecchi 4di
materiale organico in decomposizione., La molteplicitd dei luoghi con
queste caratteristiche {(tane 4di animali, stalle, buchi d'albero, crepacci
del suolo, écc.] e la mancanza di metodi di ricerca adatti rendono diffj-
cile la locazzazione dei focolai larvali.

In questo capitolo vengono descritti alcuni dei metodi pi usati,
raggruppati in due sezioni: diretti c; indiretti. I primi permettono di
ricercare le larve direttamente nei campioni di suoclo; nei secondi & la
cattura degli adulti con particolari trappole ed in determinati habitat,

che definisce i focolai larvali.
A- METODI DIRETTI.

1. Osservazione diretta al microscopio.

Dai presunti focolai larvali vengono prelevati campioni mediante una
paletta, saggiando una certa superficie e diverse profonditad. Il materiale
raccolto viene trasportato in laboratorio mediaﬁte appositi contenitori e
sottoposto all'osservazione diretta al microscopio binoculare per 1la
ricerca dei diversi stadi larvali dei flebotomi.

Questo metodo, piuttosto noicso e di lunga durata, risulta poco

efficiente, per cui sonc preferite le altre tecniche descritte.
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2.. Flottazione.

Introdotto da McCombie-Young et al. (1926), il metodo & stato messo
a punto, nella sua forma pidh diffusa, da Hanson (1961). Si basa sul
diverso peso specifico delle sostanze che compongono il materiale rac-
colto:

- le particelle di suclo pili pesanti vanno sempre a fondo nei

liquidi usati;

= insetti e altri componenti della fauna terricola affondano in

acqua, ma galleggiano in una soluzione satura di zucchero;

- il materiale pid leggero (pezzettini di foglie e Ai legne,

escrementi animali, ecc.) galleggia anche in acqua.

La procedura usata da Hanson & la sequente: nel recipiente che
contiene il campione da esaminare viene aggiunta una soluzione satura di
zucchero, fino a raggiungere uno spessore di 5 cm al di sopra del materia-
le., Dopo aver agitato, si lascia riposare per alcuni minuti. La soluzione
viene poli decantata mediante de; retini di nailon a maglie di diversa
grandezza: 1,2; 0,6; e 0,4 mmz. Le frazioni separate sono poste in cilin-
dri da 500 ml, riempiti di acqua. Dopo alcuni minuti salgono alla super-
ficie i componenti leggeri del suolo che possono essere facilmente elimi-
nati. Al materiale depositatosi viene aggiunta una soluzione satura @i
zucchero; dopo 10 minuti circa le larve di flebotomi e gli altri microrga-
nismi si trovano in superficie. La soluzione viene quindi decantata con un
retino a maglie fitte; guesto, con il suo contenuto, & fissato ad una
capsula di vetro per l'osservazione diretta al microscopio; il tempo
aumenta se & presente parecchio materiale organico.

La procedura di Hanson & stata modificata come segue da Rutledge e
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Mosser (1972). 1 campioni vengono passati attraverso una rete con maglie
di 1,2 mm2 e poi attraverso una seconda con maglie di 0,4mm2. I1 materiale
raccolto dopo questi due passaggi € pesto in un cilindro di vetro da un
litre, riempito poi di acqua., Avvenuta la sedimentazione ed eliminati il
sopranatante e l'acqua, viene aggiunta una soluzione di zucchero sciolto
in acqua. Dopo alcuni minuti il materiale galleggiante viene raccolto con
un apposito retino e guardato al microscopio. Questa procedura eviterebbe
le perdite d4i larve cui si va incontro nei vari passaggi della procedura
di Hanson (1961), eliminando materiali estranei di varia grandezza e
densitd che tr;ttengono gli stadi larvali.

Il metodo della flottazione & ampiamente diffusoc nelle sue varie

forme. La soluzione usata pud essere*ottenuta con vari sali, anche se,

come sembra, lo zuccheroc & meno tossico per i flebotomi.

3. Tecnica di Macfadyen.

La tecnica di Hacfadyen {1961) si basa sull'azione repellente verso
le larve dovuta al disseccamentc prodotto da lampade incandescenti. Nella
Fig. 25 viene riportato uno schema di una singola camera di estrazione.
L'apparato messo a punto dall'autore per l'estrazione di artropodi dal
suolo & costituito da un parallelepipedo di plastica sul cui fondo sono
praticati dei fori circolari per la collocazione dei cilindri con il
materiale da esaminare. Alla parete superiore sono applicate alcune
resigtenze che sviluppano calore e che possono essere avvicinati mediante
delle carrucole ai corrispettivi campioni, Al di sotto 4i ogni imbuto &
posto un cilindro, accessibile mediante una porta anteriore. Nella camera
del parallelepipedo una ventola crea una corrente d'aria che partendo
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dalla camera superiore vi ritorna dopo essere passata per quella
inferiore, L'aria, riscaldata dalle resistenze e priva di umiditia, essicca
la superficie supericre dei campioni. Nella camera sottostante, invece,

l'acqua fredda che passa attraverso una serie di tubi fa sl che l'ambiente

Fig. 25 « Schema di una camera di estrazione: (A} lampada; (B)
camera di essiccamento; (C) campiocne; (D) e (F) setti di
separazione; (E) imbuto; (G) contenitore di raccolte degli
insetti, {(ridisegnata da Macfayden, 1961).

sia fresco e umido., Gli artropodi presenti nel campione tendono a migrare
dalla parte superiore a quella inferiore, cadende negli imbuti e, guindi,

nei contenitori di vetro posti al di sotto di questi.
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La tecnica sopra descritta & stata usata per l'estrazione degli
stadi larvali dei flebotomi da Sayedi Rashti e Nadim (1972). Gli autori
hanno usato nella camera superiore alcune lampade che emanano contempo-
raneamente calore e luce, cosicchd le larve si muovono verso il basso alla
ricerca di un ambiente non solo fresco e umido, ma anche scuro.

Recentemente & stato messo a punto da uno di noi (M.M.) un apparec-
chic basato sul principio di Macfadyen, rifacendosi alla descrizione del
prototipo modificato da Bieri et al. (1978). Tale apparato, che permette
di processare cohtemporaneamente 72 campioni di swolo, & stato saggiato
usando larve di}flebotomi allevate in laboratoric ed ha mostrato un'effi-

cienza di estrazione del 60%.

B- METODI INDIRETTI.

1. Trappole di sfarfallamento.

Le trappole di sfarfallamento rappresentano uno dei metodi pill usati
per la ricerca dei focolai larvali dei flebotomi., Queste sono composte da
una gabbia in ferro o in legno da 50 cm di diametro nella descrizione che
ne fa Perfil'ev (1968) oppure da semplici bacinelle (Pozio et al., 1980} o
coni tronchi di metallo cui sono applicati pezzi di rete a maglia fitta
per l'areazione. Le pareti interne di tali contenitori sono cosparse di
olio di rieino oppure sono ricoperte da fogli di carta oleata. Questo tipo
di trappola pud essere modificata applicandoe un cilindro d4i plastica
all'apice del cono o a chiusura di un foro praticato sul tetto della
bacinella (Fig. 26). L'olioc & spalmato esclsivamente sulle pareti interne
del cilindro la cui base superiore & costituita de una rete a maglia
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Fig. 26 - (A) Trappola da sfarfallamento costituitd da una bacinella
di plastica; (B) in sezione (vedere testo per descrizio-
nej .

fitta. I flebotomi attratti dalla 1luce che filtra attraverso gquesta
rimangono attaccati all'olio. Tale metode risulta pilt comodo del prece-
dente, in quanto i c¢ilindri con i flebotomi catturati sono facilmente
sostituiti e la trappola pud essere lasciata in sito per pid giorni. Per
catturare flebotomi vivi, vengono usate gabbie di rete a maglia fitta; gli
esemplari imprigionati vengono rimossi mediante catturatori a bocca o
elettrici introdotti attraversc un manicotto laterale o direttamente dal
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lato aperto.

2. Sfarfallamento in laboratorioc.

La tecnica & stata recentemente descritta da Hati et al. {1982) e
applicata in India con risultati soddisfacenti. Con una péletﬁa vengono
prelevati campioni di suclo di circa 10 g, in cui si pensa possanc tro-
varsi stadi larvali di flebotomi. Questi sonc posti in contenitori di
terracotta di 6 cm di diametre, possibilmente sterilij, chiusi da una rete
a maglia fitta. I campioni cosl preparati sonc collocati in recipienti con
sabbia umida e tenuti in ambiente scuro, a temperatura ottimale (26-28°C},
Giomalmente. si osserva se si verifita lo sfarfallamento dei flebotomi
adulti. Per avere informazioni significative 1 campioni devono essere
prelevati nello stessc posto su un'ampia superficie e a profondita
diverse, L'operazione deve essere compiuta pill volte durante la stagione

favorevole.
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Capitolo III

METODI DI CONSERVAZIONE E DI MONTAGGIO DEGLI ESEMPLARI

A~ TRASPORTO MATERIALE VIVO,

Il trasporto di materiale vivo deve essere effettuato in condizioni
di temperatura ed umiditd costanti (25-30°C e 80-90% UR), evitandc conta-
minazidni dei contenitori usati e disturbi prolungati provocati dal
movimento del veicolo. A questo scope c¢i si pud avvalere di metodi diver-
si:

~ I flebotomi rimossi dalle trappole mediante catturatori a bocca o
elettrici scno introdotti in speciali contenitori {(Barraud, 1929), costi-
tuiti da una gabbia di mussola legata agli otto angoli ad un telaio.di
ferrc (Fig 27). Su uno dei lati & presente un manicotto attraversc cui
viene introdotta la'canna del catturatore. Il contenitore, nella descri-
zione di Barraud (1929), viene chi;so in una scatola di legno; oggi si
preferisce un involucro di plastica in cui & posto un pezze di cotone
bagnato per mantenere la necessaria umidita.

= Un contenjitore per il trasporto pill sicuro e pidl conveniente del
_ precendente & rappresentato da un cilindro di metalleo di 13 cm di diametro
e 16 cm di altezz'a.,. il cui interno & cosparso di gesso. Il tappo di
plastica presenta un buco nel centro, chiuso da una rete che permette la
ventilazione, Durante il viaggio, 1 contenitori sono protetti dalla luce
in apposite scatole. Le pareti interne di gesso, sulle quali & spruzzata
dell'acqua, forniscono un'ottima superficie ruvida per il riposo dei

flebotomi e, nello stesso tempo, mantengonce l'umiditd necessaria. I
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flebotomi sono intfodotti nel contenitore inserendo la canna del catturi-
tore nel buco del tappc e soffiando oppure dopo breve anestesia can 002 G
con fumo di sigaretta. Possonc essere mantenuti in questi cilindri per pid
glorni,

- Un contenitore semplice e pratico per il trasporto dei flebotomi
vivi & costituito da eilindri d4i carta {per esempic i comuni bicchieri d4i
plastica). All'estremitd aperta viene fissata mediante un elastico una
retina a maglia fitta, I contenitori sono avvolti in un involucreo di
plastica in cui wviene mantenuta un'alta umiditd mediante un pezzo di

cotone © una :spugna bagnata. Il riparo dalla luce e da variazione di

temperatura pud essere fornito da scatole di polistirolo.

Fig. 27 - Gabbia di mussola con intelaiatura di ferro.

B- CONSERVAZIONE ESEMPLARI,

I flebotomi catturati, morti o uccisi con diverse tecniche dopo la
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cattura (etere, cloroformic, basse température o luce solare), possono
essere conservati in vari modi, Comunemente si usano contenitori con
alcool etilico al 70%. Se provengeno da catture fatte con carte oleate, i
flebotomi prelevati uno ad uno con un apposito pennellino, come gia
riportato, scno dapprima mantenuti in alcool al 95% fino a2 quando l'olio
di ricino non si & sciolto e quindi passati in alcool al 70%.

Un metodo efficace, se si vuole ottenere bucni preparati per studi
tassonomici, & quelle di far seccare gli esemplari catturati fra due
strati 4i cotone o di soffice carta. Si pud aggiungere gqualche cristallo
di paradicloro benzene, per meglio conservarli.

Se i flebotomi sono usati per lo studio della poten;ialita vettrice
ed € necessario quindi isolare 1e|.shmanie e phlebovirus, gli esemplari
devono essere catturati vivi e conservati a bassigsime temperature,

L'azoto liquidec sembra essere particolarmente adattoc a questo scopo.
C- TECNICHE DI MONTAGGIO,

1. Preparati permanenti. :

I flebotomi usati per studi tassonomici sono dapprima sottoposti a
particolari trattamenti che ne mettono in evidenza le parti chitinizzate e
quindi montati in speciali soluzioni per l'osservazione al microscopio.

Tali procedure possono essere eseguite con metodi diversi.

1.1 Montaggio in balsamo del Canada:

Prima di essere montati in questa soluzione, i flebotomi vengono
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chiarificati e colorati. Una delle tecniche pili usate & descritta da
Abonnenc (1972) e consiste nel tenere gli esemplari, conservati dopo la
cattura in alcool al 70%, in potassa caustica per qualche ora, a freddo.
Dopo aver risciacguato in acqua, sono lasciati per due ore o pit nel
ligquido di Marc André e quindi colorati con fuxina acida (socluzione
acquosa all'ls). I flebotomi vengono poi deidratati mediante passaggi
successivi in alcool al 70%, 80% e 95% e infine in creosoto. Gli esemplari
cosl trattati sono montati in una goccia 4i balsamo del Canadi. La tecnica
descritta da Fairchild e Hertig {(1948) & molto simile alla précedenté. Gli
esemplari vengono posti in potassa caustica al 10-20% a caldo per pochi
minuti ¢ a freddo per qualche ora. Sono poi risciacquati in acqua
distillata e colorati in una soluzione satura di fuxina acida in fenolo.
Il colorante in eccesso viene rimosso trasferendo gli esemplari in fenolo
purc. Il montaggio viene fatto in una miscela di balsame del Canada e
fenolo. Secondo Young e Perkins (1984) per avere una buona chiarifica-
zione, gli esemplari non devono essere conservati in alcool, ma seccati
mediante la tecnica precedentemente descritta, Inoltre, la potassa cau-
stica & sostituita con soda caustica al 10-235%,

Gli esemplarl possono essere montati in balsamo del Canadid senza
essere colorati, purché vengano osservati al microscopio a contrasteo di
fase.

Nelle zone a clima temperato o tropicale secco il balsamo del Canada
sl indurisce in poche settimane a temperatura ambiente. Nelle zone con
clima caldo umido,'invece, i campioni sono tenuti in termostato a circa
37°C per accellerare il processo di indurimento.

Per mantenere a lungo i preparati, i margini del vetrino copri-
oggetto sono siggillati con delle smalto trasparente, dopo aver eliminato
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l*'eccesso di balsamo con un ago.

1.2 Montaggio in gomma al cloralio.

La gomma al cloralic & un composto costituito da gomma arabica,
idrato di cloralic e glicerina ({liquido di Hoyer}. A queste sostanze
miscelate in proporzioni diverse pud essere aggiunto liquido glaciale
{liquido di Puri); inoltre, la glicerina pud essere sostituita con
glucosio pef accelerare il processo di purificazione della gomma arabijca.

Gli esemplari possono essere montati direttamente dall'alcool e
chiarificare quindi nello stesso 1liquido 4i montaggio .oppure essere
sottoposti prima ad un processo di chiarificazione (Quate e Steffan,
1966) ., A questo scopo possono essere usate varie sostanze:

- KOH, seguendo la procedura precedentemente descritta;

-~ lattofenclo, che pur dando soddisfacenti risultati, richiede un

tempo di azione piuttosto lungo {da alcuni giorni ad una settimana per

temperature comprese tra i 40 e i 50°C);

- soluzione di Marc André, lasciata agire per pochi minuti a caldo o

per circa due ore a freddo.

Rigpetto al montaggio in balsamo del Canadd, quello in gomma al
cloralic, grazie alla minore manipolazione degli esemplari, permette di
allestire preparati in cui i flebotomi sono inteqgri ed & quindi possibile

osservarne le varie strutture nella loro forma e nel loroc colore naturale,
1.3 Montaggio in liquido &i Faure.

I flebotomi sonc lasciati a chiarificare per alcuni giorni in
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clorallattofenolo. Oppure seguendo la tecnica elaborata da Corradetti ct
al. (1961), il preparato deve essere sottopeste ad ebeollizicne fino a
quando il liguido non assume una colorazione brunastra. bDopo il raffredda-

mento, gli esemplari vengono trasferiti in nuove cleorallattofenclo per 24

ore. Per il montaggio si usa il liquido di Faure cosl composto:

acqua distillata 50cm3 .
glicerina 20cm3
gomma arabica 3ag
idrato di cloralio 50g

Sul vetrinc portaoggetti viene posta una goccla di questa soluzione,
nella quale il flebotomo, trasferito‘direttamente dal clorallattofenoclo,
viene dissezionato e poi coperto con un vetrino coprioggetto. Quando il
liquido di Faure si & indurito, i margini del preparato vengono sigillati
con ceralacca, cauccill sciclto in benzolo {(Corradetti et al., 1961} o

smalto trasparente.
3.2.4 Montaggio in alcool polivinilico (P.V.A.):

I flebotomi sono chiarificati in lattofenolo e montati in una
soluzione composta da alcool polivinilico, acide formico, idrate di
cloralio e fenolo. Questa tecnica di montaggio, pratica per la sua rapi-
ditd, non & perd consigliabile per i flebotomi, le cui caratteristiche

possono venire alterate quando la soluzione si secca.

3.2. Preparati non permanenti,

Per una identificazione rapida, i flebotomi possonc essere montati
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in modo provvisorio, cosicché sia possibile sottoporli ad ulteriori
manipolagzioni, qualora si renda necessario. Vengono di sequito Qdescritti

alcuni del metodi usati a questo scopo.
2.1 In liquido d4i Marc André,

Gli esemplari chiarificati in potassa caustica e risciacquati in
acqua distillata, sono passati nella soluzione di Marc André (acqua
distillata, .30 ml; idrato di cloralio, 40 g; acido acetico cristallizza-
bile, 30 ml) e montati direttamente in questa, dopo essere stati conve-
nientemente sezionati. La chiarificazione pud essere effettvata anche
hella s50la soluzione 4i Marc André per 2-8 ore a freddo o per pochi minuti

a caldo (Leger, 1983).

2.2 In clorallattofenoclo.

I flebotomi vengono 1asciat; chiarificare in c¢lorallattofenolc (2
parti di cloralio, 1 parte di fenole, 1 parte di acido lattice) a tempera-
tura ambiente per qualche giorno ¢ a 40°C circa per un tempo minore, Gli
esemplari sono poi montati nello stesso liquido che, grazie al suo basso
indice 4i rifrazicone, permette una bucona visione della struttura interna
del flebotomi. Inoltre, da turgere agli esemplari, mantenendo i normali

rapporti fra gli organi (Langeron, 1949).

Una volta effettuata l1'identificazione, poiché gli insetti tenuti
per molto tempo in queste sostanze si deteriorerebbero, vengono allestiti
i preparati definitivi.
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Quandc il flebotomo viene posto sul vetrinc portaoggetti in una
goccia del liquido prescelto per il montaggio, prima di coprire con il
‘vetrino coprioggetti, si cerca di metterne in evidenza le strutture che
pil interessano. Con l'aiuto di aghi sottilissimi, la testa viene staccata
dal resto del corpo e posta con la parte ventrale in alte, in modo che il
faringe e il cibarium siano ben visibili. Torace e addome sono disposti
lateralmente con gli arti e le ali distesi. Nei maschi l'ipopigic pud
essere scisso dal resto dell'addome, o comunque disposto in modo tale da

mettere in evidenza le guaine peniene.
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