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RESUMO

A vigilancia entomologica € uma importante estratégia para conhecer a ocorréncia do
Aedes aegypti no ambiente, e planejar acbes de controle desse mosquito. Para isso,
uma das ferramentas que podem ser adotadas sdo as ovitrampas, que sao
instrumentos sensiveis em detectar o A. aegypti no ambiente, além de possuir um
baixo custo e demandar pouca manutencéo. No entanto, realizar a contagem dos ovos
obtidos através dessas armadilhas tem sido um trabalho laborioso, uma vez que cada
substrato de oviposi¢cao pode conter centenas ou milhares de ovos, que séo contados
manualmente com o auxilio de uma lupa por um profissional treinado. O cansaco do
operador e a visualizacao limitada das regides do substrato pela lupa, bem como a
sobreposi¢cao de ovos, sao fatores que podem levar ao erro nas contagens e tornar a
obtencdo dos dados entomologicos mais demorados. Pensando nisso, técnicas de
contagem de ovos a partir de imagens tém sido estudadas, visando otimizar o
trabalho, mas ainda de forma incipiente. Assim, este trabalho buscou estabelecer
critérios para a contagem de ovos atraves de processamento de imagens. Para isso,
foi elaborado um banco de imagens, com 40 exemplares, de dois tipos de substratos
de oviposicdo, um em madeirite (M) e outro em tecido (T), possuindo diferentes
densidade de ovos. Esses substratos foram submetidos a contagem manual e
posteriormente suas imagens foram utilizadas para testes em processamento digital.
Como resultados, observamos melhores respostas ao processamento em substratos
de tecido (T), ndo apresentando diferenca estatistica (p=0,1091) entre a contagem
manual e semiautomatica, ja os resultados para o grupo (M) apresentaram diferenca
estatistica (0,00133) entre os métodos de contagem, verificado através do teste
estatistico Mann-Whitney. Além disso, pudemos estabelecer critérios para possiveis
melhorias na obtencdo das imagens que possam favorecer 0 processamento.
Consideramos entdo, que estabelecer melhores condigbes de foco, iluminacdo e
secagem dos substratos de oviposicéo para a obtencédo das imagens pode melhorar
consideravelmente o resultado para os dois materiais trabalhados, sendo necessario
novos testes.

Palavras-chave: Processamento de imagens; Mosquito; Ovitrampa; Ovos; Aedes
aegypti.



ABSTRACT

Entomological surveillance is an important strategy to know the occurrence of Aedes
aegypti in the environment, and plan actions to control this mosquito. For this, one of
the tools that can be adopted are the ovitraps, which are sensitive instruments for
detecting A. aegypti in the environment, in addition to having a low cost and requiring
little maintenance. However, counting the eggs obtained through these traps has been
a laborious job, since each oviposition substrate can contain hundreds or thousands
of eggs, which are manually counted with the aid of a magnifying glass by a trained
professional. Operator fatigue and limited visualization of the substrate regions by the
magnifying glass, as well as egg overlap, are factors that can lead to counting errors
and make obtaining entomological data more time consuming. With that in mind, egg
counting techniques from images have been studied, aiming to optimize the work, but
still in an incipient way. Thus, this work sought to establish criteria for egg counting
through image processing. For this, an image bank was created, with 40 specimens,
of two types of oviposition substrates, one in wood (M) and another in fabric (T), having
different densities of eggs. These substrates were submitted to manual counting and
later their images were used for tests in digital processing. As a result, we observed
better responses to processing on tissue substrates (T), with no statistical difference
(p=0.1091) between manual and semi-automatic counting, whereas the results for the
group (M) showed a statistical difference (0.00133 ) among the counting methods,
verified through the Mann-Whitney statistical test. In addition, we were able to establish
criteria for possible improvements in obtaining images that may favor processing. We
therefore consider that establishing better conditions of focus, lighting and drying of
the oviposition substrates to obtain the images can considerably improve the result for
the two materials worked, requiring further tests.

Keywords: Image processing; Mosquito, Ovitraps; Eggs; Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

Os mosquitos da familia Culicidae despertam grande preocupacdo para a
salde publica, uma vez que sao responsaveis por transmitir diversos patégenos ao
homem, sendo considerados os artrOpodes vetores mais importantes do mundo
(BEERNTSEN; JAMES; CHRISTENSEN, 2000; TOLLE, 2009). Dentre esses
mosquitos, as espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus sédo consideradas de
grande importancia meédica devido a sua ampla distribuicdo, comportamento
antropofilico e por serem vetores de diversos arbovirus. A ocorréncia de surtos e
epidemias de arboviroses séo atribuidas a infestacdo desses vetores em ambientes
com alta concentracao populacional e centros urbanos (ARDUINO et al., 2020). Essas
doencas podem se apresentar como infeccfes sem sintomas aparentes, ou na forma
aguda, com ocorréncia de febre, febre hemorragica, mialgia ou artralgia,
encefalomielites com um grau de letalidade variavel, podendo ocasionar sequelas
para o resto da vida. Dentre os principais arbovirus circulantes no Brasil, podemos
destacar os causadores da dengue, Zika e Chikungunya (MANIERO et al., 2016).

Um grande desafio frente a essa situacdo, € a inexisténcia de vacinas
disponiveis para populacdo e outras medidas preventivas eficazes para a maioria das
doencas causadas por patdégenos transmitidos por mosquitos (DONALISIO; FREITAS;
ZUBEN, 2017). Assim, areducéo e controle das densidades de mosquitos € a principal
medida para minimizar a ocorréncia dessas doencgas, diminuindo o contato vetor-
homem e consequentemente a circulacéo e transmissdo de patégenos. No Brasil, o
controle do principal mosquito urbano, vetor de arbovirus, Ae. aegypti, é realizado pelo
Plano Nacional de Controle da Dengue (PNCD) instituido em 2002 (BRASIL, 2002).
Dentre as estratégias adotadas pelo PNCD podemos destacar, o tratamento de
criadouros utilizando larvicidas, como Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) que é
a base de bactérias entomopatogénicas e o Piriproxifen, analogo ao hormdnio juvenil.
Recentemente, este Ultimo larvicida vem sendo substituido pelo Espinosade, seguindo
as recomendac0des do Ministério da Saude, uma vez que este ndo € acumulativo, ndo
oferece risco ao ambiente e aos animais ndo alvos. Outras estratégias sao, o controle
mecéanico e legal que orienta o trabalho dos agentes de saude em situacbes
especificas, quando o imoével se encontra fechado ou quando a visita € recusada pelo
morador (BRASIL, 2009).
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Nas ultimas décadas, a utilizacdo de vérias acdes de controle, executadas
simultaneamente, para atingir diferentes fases do ciclo de vida dos mosquitos tem
gerado um maior impacto sobre a densidade populacional destes insetos (AZEVEDO-
SANTOS et al., 2017; REGIS et al., 2008) em comparacdo com as ac¢des previstas
pelo PNCD. Dentre essas a¢des podemos destacar a remo¢ao massiva e continua de
ovos do ambiente, assim como a remoc¢ao de adultos, tratamento de criadouros e
conscientizacdo da populacdo. Nesse contexto, a vigilancia entomologica se mostra
extremamente importante, pois possibilita compreender o risco potencial de exposi¢ao
humana as doencas causadas por patdgenos transmitidos por insetos (NUNES,
2013), facilitando o direcionamento de estratégias de controle.

Diversos estudos tém utilizado a contagem de ovos capturados através de
armadilha de oviposi¢cdo como ferramenta para o monitoramento da infestagéo de
mosquitos Aedes spp. (BARRETO et al., 2020; MONTEIRO; CARVALHO; SOUTO,
2014; MONTEIRO et al., 2020). Apesar disso, 0 processo de contagem desses 0vos
ainda ndo tem a agilidade necessaria para subsidiar acées de controle no campo mais
rapidamente. Isso acontece porque cada substrato de oviposicdo pode conter
centenas ou milhares de ovos, o que demanda muito esfor¢o e tempo do operador
para realizar a contagem, estabelecer o numero médio de ovos (NMO) e assim
escalonar o nivel de infestagdo de uma determinada &rea.

Em contrapartida, com o avanco tecnoldgico, algumas estratégias vém sendo
estudadas a fim de otimizar esse processo de contagem de ovos, mas ainda de forma
incipiente, como é o caso da utilizagdo de sistemas de contagem atravées de imagens,
sendo necessarios maiores estudos para o seu desenvolvimento e aplicabilidade.
Assim, o0 seguinte trabalho visa fornecer subsidios para calibragem de um sistema
semi-automatizado de contagem de ovos de Aedes aegypti, a partir da criacdo de um
banco de imagens de substratos de oviposicao, trabalhadas digitalmente. Através
disso, espera-se que futuramente possamos minimizar os esforcos na contagem de
ovos, diminuir a margem de erro do NMO e otimizar o estabelecimento de indicadores

entomoldgicos fundamentais para a aplicacdo de acdes de controle vetorial.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Culicideos Vetores

As primeiras espécies de artropodes da ordem Diptera, pertencentes a familia
Culicidae, foram descritas em meados do século XVIII, e durante muitos anos
acreditou-se que o0 Unico problema associado a esses individuos era o incomodo
proveniente da sua picada, no entanto, no final do século XIX foi possivel estabelecer
uma relacao entre o seu habito hematofagico e a transmisséo de patdgenos aos seres
humanos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; WU et al., 2019). A exemplo, temos diversos
arbovirus, como os causadores da dengue, Zika e Chikungunya; o nematoide
Wuchereria bancrofti, principal agente da filariose nas Américas; e protozoéarios do
género Plasmodium, responsaveis pela malaria (DEUS, 2011). Por esse motivo,
espécies de mosquitos pertencentes ao género Aedes, Culex e Anopheles, que atuam
como vetores, sdo de grande importancia médica.

Esses insetos, que sao popularmente conhecidos como mosquitos,
pernilongos, carapands e muricocas, possuem um ciclo biolégico classificado como
holometabolo, por apresentarem metamorfose completa durante seu desenvolvimento
pés embrionario, que compreende as seguintes fases: ovo, quatro fases larvais (L1-
L4), pupa e o mosquito adulto/alado (figura 1) (BECKER et al., 2010; CONSOLI,
OLIVEIRA, 1994; FOSTER; WALKER, 2019).

Figura 1- Ciclo bioldgico das espécies Aedes aegypti (A) e Culex quinquefasciatus (B).

Ir‘:& oy
Adulto
e
PIA
74
Pupa Ovos
R *f‘{‘% ¢
Yo
Larva (L1-L4) A Larva (L1-L4) B

Fonte - Modificado do Google imagens, 2022
Os ovos dos mosquitos eclodem quando em contato com a agua, podendo ser

depositados em sua superficie, agrupados em forma de jangada, ou em substratos

umidos com potencial para inundacéo, a depender da espécie, e € nesse meio em
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que ocorre o desenvolvimento das suas fases imaturas (larvas e pupas) (FOSTER,;
WALKER, 2019; MARQUES et al., 2013).

As larvas sdo amplamente adaptadas a ambientes de agua doce, englobando
uma grande variedade de habitats, que vao dos criadouros naturais aos artificiais
(MARTINS et al., 2010). Durante essa fase, esses imaturos se alimentam de material
organico e aumentam seu tamanho corporal, passando por trés mudas, até que ao
final do quarto instar se tenha a origem da pupa, ultimo estagio imaturo. Nessa fase,
inicia-se o processo de metamorfose com a passagem do estagio larval para o adulto
(CARVALHO; MOREIRA, 2017; CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Os culicideos adultos apresentam dimorfismo sexual e realizam locomocao
aérea em busca de alimento e parceiros para acasalar. Através do aparelho bucal do
tipo picador-sugador, esses mosquitos ingerem carboidratos como fonte de
alimentagdo, que em geral sdo provenientes de vegetais. No entanto, as fémeas
podem se alimentar de sangue de diversos animais, objetivando a maturagéo de seus
ovos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002). E durante o repasto sanguineo
gue a fémea pode se infectar e realizar a transmissao de um patégeno ao hospedeiro,

atraves da inoculagéo de sua saliva (WU et al., 2019).

2.2 Caracteristicas bioecoldgicas do mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti
Linnaeus, 1762

O mosquito Aedes aegypti possui uma coloragao escura e apresenta escamas
branco-prateadas que formam listras e manchas ao longo do seu corpo, sendo uma
caracteristica marcante para sua identificacdo o desenho em forma de “lira”
estruturado por essas escamas na regido superior do seu térax (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002; FOSTER; WALKER, 2019). A sua coloracao
pode estar associada ao processo adaptativo ao convivio humano (NATAL, 2002),
esse fator atrelado ao seu voo silencioso e corpo pequeno, o torna dificiimente
perceptivel no ambiente. E possivel realizar sexagem desses mosquitos a partir de
suas caracteristicas anatbmicas, uma vez que o macho é menor que a fémea,
apresentando palpo maxilar longo e antenas plumosas, enquanto a fémea tem o palpo

maxilar curto e antenas pilosas (figura 2).
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Figura 2 - Fémea de Aedes aegypti durante repasto sanguineo (A); macho da espécie Ae. aegypti (B)

Fonte - Adaptado do google imagens, 2022.

Oriundo do continente Africano, provavelmente da regido etidpica, Ae. aegypti
teve sua disperséao influenciada pelo processo de migragcdo humana, estabelecendo
populacdes em ambientes antropizados, em regides tropicais e subtropicais do globo
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; TERRA et al., 2017). No Brasil, este mosquito foi
introduzido durante o periodo colonial, a partir do trafego de navios que traziam
pessoas negras escravizadas. Em meados da década de 60, o vetor chegou a ser
erradicado em diversos paises americanos, incluindo o Brasil, seguindo um esforgo
continental para acabar com a Febre Amarela, no entanto, devido a falta de
investimento em campanhas de eliminagdo do mosquito, houve sua reintroducao no
pais, sendo proveniente de paises infestados (MACIEL; SIQUEIRA JUNIOR; TURCHI
MARTELLI, 2008; SCHATZMAYR, 2000).

O comportamento antropofilico deste vetor, reflete na busca por abrigo no
intradomicilio humano, visando uma maior proximidade das fémeas do mosquito com
sua principal fonte de repasto sanguineo, sendo comum encontrar Ae. aegypti,
principalmente em ambientes urbanos e suburbanos, com elevado aglomerado de
residéncias (CAMARA; URBINATTI; NETO, 2016). O mosquito apresenta habitos
diurnos, e as fémeas sdo extremamente ageis em realizar a picada, estando aptas a
buscar novos hospedeiros apos cada oviposi¢cao ou quando interrompidas durante o
repasto, este comportamento lhe confere seu valor epidemiolégico (NATAL, 2002).
Apesar de os machos nédo realizarem a hematofagia, estudos como o de Campos e
colaboradores (2017), revelam a possibilidade de transmissdo venérea de arbovirus
por esses individuos as fémeas.

Apds a hematofagia e maturacdo dos ovos, as fémeas buscam recipientes
preenchidos com agua para realizar a oviposicdo, que ocorre um pouco acima da

lamina d’agua. Em geral, sdo utilizadas estruturas artificias, como: recipientes
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plasticos, pneus, jarros de planta, copos descartaveis e até mesmo reservatérios, que
sdo comumente utilizados em locais que sofrem com intermiténcia no abastecimento
de agua, no entanto, também podem ser encontrados em espacos naturais como
bromélias e troncos de arvores (figura 3) (ARDUINO; AVILA, 2015; CAMARA,;
URBINATTI; NETO, 2016). Nesse processo, uma estratégia utilizada é a oviposi¢cao
em saltos (skip oviposition), onde a fémea realiza a distribuicdo de ovos, do mesmo
ciclo gonadotréfico, em diferentes criadouros (DINIZ, 2018; REITER;
GLAUBER,1997), aumentando assim, as chances de sucesso da sua prole. Outro
ponto importante € o fato de os ovos da espécie entrarem em estado de quiescéncia
guando recebem estimulos ambientais ndo favoraveis a eclosdo, podendo
permanecer viaveis no ambiente por mais de um ano, caracteristica que tem
influenciado na dispersédo passiva do vetor (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; SILVA,

SILVA, 1999).

Figura 3 - Hematofagia (A); sitios de oviposic¢éo/ criadouros (B-E); ovos de Ae. aegypti (F).

Fonte - (A) Adaptado do canva; (B-F) adaptado do google imagens, 2022

Fatores ambientais como umidade, temperatura e precipitacdo, podem gerar
impactos no ciclo de vida desses mosquitos, sendo capazes de influenciar o periodo
embrionario e viabilidade de seus ovos, assim como, a eclosédo e desenvolvimento
das larvas e a longevidade e fecundidade dos adultos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994;
MARINHO, 2013). Desse modo, apés periodos chuvosos, com uma maior
disponibilidade de criadouros para Ae. aegypti, ha uma tendencia do aumento da sua
densidade populacional (ZEQUI et al., 2018). Em condicbes de elevadas
temperaturas, o tempo de desenvolvimento do mosquito é reduzido (BESERRA et al.,

2019), o que corrobora para sua rapida dispersdo. Apesar disso, devido sua
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proximidade com os seres humanos, 0 mosquito é capaz manter uma populagéo
consideravel mesmo em periodos mais secos, se utilizando de criadouros
semiperenes mantidos independentemente das chuvas, indicando a necessidade do
direcionamento de atividades de vigilancia e controle durante todo o ano para a
espécie (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; COSTA et al., 2008).

2.3 Epidemiologia e vigilancia de Aedes aegypti no Brasil

As arboviroses sado doencas causadas por virus que tém parte do seu ciclo
replicativo realizado em artrépodes (arbovirus), podendo ser transmitidos aos seres
humanos e outros animais a partir da picada de individuos hematéfagos. Dentre as
espécies de arbovirus descritas, mais de 150 tem causado doenc¢as humanas, com
grande parte delas estabelecendo ciclos zoonéticos (LOPES; NOZAWA,; LINHARES,
2014). O Brasil oferece condicdes ideais para a disseminacéo de arbovirus, devido ao
seu clima predominantemente tropical que fomenta o estabelecimento de um
subsistema ecoldgico, formado pelos arbovirus, mosquitos vetores, hospedeiros
amplificadores e reservatérios (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014). No pais Ae.
aegypti representa o principal mosquito de importancia médica, transmitindo
especialmente os 4 sorotipos do virus da Dengue, além do virus Zika e Chikungunya
(TERRA et al., 2017). Apesar disso, a presenca de Ae. albopictus no ambiente urbano
nao deve ser negligenciada, uma vez que podem realizar a oviposi¢do em recipientes
de origem antrdpica e serem abundantes em regifes de vegetacdo densa proximos a
residéncias humanas, podendo atuar como vetor secundario do dengue (ZEQUI et al.,
2018).

A transmissao do arbovirus dengue tem ocorrido de forma continua no Brasil
desde 1986, correspondendo a cerca de 70% dos casos da doenca reportados nas
Américas (TEIXEIRA et al., 2009; WHO/TDR, 2009). Trata-se da arbovirose mais
prevalente do mundo, disseminada especialmente em centros urbanos, sendo uma
enfermidade sistémica, de carater infeccioso, aguda e febril (MENEZES et al., 2021).
De acordo com o Ministério da Saude, até a décima quinta semana epidemioldgica de
2022 (02/01 a 16/04), foram registrados cerca de 464.255 casos provaveis da doenca,
0 que representa um aumento de mais de 100% com relacdo ao mesmo periodo do
ano anterior, demonstrando o grande risco de exposicdo a doenca pela populacao
brasileira.
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O arbovirus Zika chegou ao pais no inicio de 2015 (CAMPOS; BANDEIRA;
SARDI, 2015; ZANLUCA et al., 2015), e no ano seguinte foi responsavel por uma
epidemia na qual o pais foi alvo de preocupacdo mundial devido ao grande numero
de casos de sindrome congénita do Zika, assim como complica¢des associadas a sua
infeccdo. Neste mesmo periodo, o pais também sofreu uma epidemia causada pelo
virus Chikungunya (CHIKYV), afetando milhares de brasileiros e causando morbidades
cronicas (AZEVEDO; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2015). Existem também outros
arbovirus circulantes no pais que causam infeccdes humanas em menores
propor¢cdes, e por isso ainda ndo sdo muito comuns a populagcédo, mas que podem
acarretar surtos e epidemias em condicbes favoraveis (BALEOTTI; MORELI;
FIGUEIREDO, 2003; BRONZONI et al., 2004).

Mesmo diante do grande impacto para a saude mundial atribuido as
arboviroses, ainda ha um entrave na prevencao e tratamento dessas doencas, uma
vez que atualmente ndo existem vacinas comerciais ou medicamentos para a maioria
delas (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017; MONTEIRO; ARAUJO, 2020), sendo
considerado, portanto, o controle vetorial uma das melhores alternativas para
minimizar a expansao viral, buscando promover a contencéo de surtos (ACHEE et al.,
2015). Nesse contexto, a Vigilancia Entomolégica assume um carater primordial no
planejamento de prevencdo das doencas causadas por arbovirus, uma vez que
direciona a elaboracéo e otimizacdo de acdes de controle (GOMES, 1998; NUNES,
2013). Para isso, se utiliza de fatores como a presenca do vetor no ambiente, 0s
indices de infestacdo, previstos a partir de sua densidade, a susceptibilidade a
inseticidas e aos virus, a eficacia dos métodos de controle empregados, além da
prevaléncia das doencas (BRASIL, 2002).

Objetivando a reducédo da infestacdo de Ae. aegypti, a incidéncia de casos da
dengue e a letalidade por febre hemorragica, em 2002, foi instituido no Brasil o Plano
Nacional de Controle a Dengue (PNCD). Dentre seus componentes, este documento
prevé o monitoramento entomoldgico a partir da busca ativa de possiveis criadouros
e a constatacao da presenca de larvas do mosquito (BRASIL, 2002; MELO, 2019).
Para tanto, o Levantamento Rapido de indices para Ae. aegypti (LIRAa) tem sido
empregado em diversos municipios brasileiros, demonstrando a infestacéo larvaria
através dos indices de Breteau (IB) e Predial (IP) (BRASIL, 2013). Apesar disso, a
técnica ndo tem sido tdo sensivel em expressar 0s niveis reais de infestacdo do vetor,

além de demandar bastante esforco dos agentes de endemias na busca por
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criadouros de dificil acesso. Assim, estudos sugerem a sua implementacéo de forma
conjunta com outras estratégias, como as armadilhas de oviposicdo, por exemplo
(BRAGA et al., 2000; MONTEIRO et al., 2020; SA, 2018).

2.4 Uso de ovitrampas no monitoramento de Aedes aegypti

As ovitrampas (FAY; PERRY,1965) sao armadilhas confeccionadas a partir de
um recipiente preto de volume variado, que possui duas palhetas de madeirite
acopladas ao seu interior, servindo como substrato de oviposicao (figura 4 a). Esses
recipientes sdo preenchidos com agua, fornecendo um ambiente ideal para a
realizacdo da postura de ovos por fémeas gravidas de Ae. aegypti, podendo ser
tratados com o larvicida biolégico a base de Bacillus thuringiensis var. Israelensis (Bti),
evitando que se tornem um criadouro caso haja a eclosao das larvas (REGIS et al.,
2008). Alem disso, existe a possibilidade de adaptacbes da armadilha, com a
utilizac&o de tecido de algodao cru como substrato, visando aumentar a superficie de
oviposicéo (SANTOS, 2008) (figura 4 b).

Figura 4- Armadilhas de oviposicdo (ovitrampas): substrato de madeirite (A); substrato de algodéo (B)

B

Fonte - (A) Adaptado da Comunicacao/ Instituto Oswaldo Cruz (2014); (B) adaptado de Santos (2008)

Dentre as vantagens da utilizagcdo da ovitampa para 0 monitoramento de Ae.
aegypti, podemos destacar sua sensibilidade em detectar o mosquito no ambiente,
mesmo em areas de baixa infestacéo, ser um material de baixo custo, apresentar uma
baixa demanda operacional e demonstrar a distribuicdo geografica do vetor (ACIOLI,
2006; ZEQUI et al., 2018). Além disso, essa ferramenta € capaz de realizar a retirada

massiva de ovos do ambiente, uma vez que pode coletar milhares de ovos a cada
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manutencdo (MELO,2019), interferindo assim no ciclo de vida do mosquito, o que
configura uma importante estratégia de controle.

A infestacdo de Ae. aegypti em uma determinada regido pode ser estipulada
através dessas armadilhas utilizando-se o indice de densidade de ovos (IDO), que
corresponde ao numero total de ovos coletados pelo total de armadilhas instaladas
(BRASIL, 2009). Para isso, apdés a manutencdo das ovitrampas, 0s substratos
coletados séo levados aos laboratérios onde especialistas realizam a contagem dos
ovos com o auxilio de um estereomicroscépio. No entanto, a contagem desses 0vos
tem demandado bastante esforco do operador, especialmente levando em
consideracao os substratos que apresentam uma grande densidade de ovos. Outro
ponto que torna o trabalho mais laborioso, é o fato de que a lente da lupa néo cobre
toda a regido da palheta, existindo a possibilidade de haver a contagem da mesma
area mais de uma vez ou que nao seja contada (TIBA et al., 2011). Isso tem favorecido
a ocorréncia do erro humano nas contagens, especialmente devido ao cansacgo e por
demandar bastante tempo e atencdo do trabalhador (TIBA et al., 2011), além de
dificultar a agilidade na obtencéo desses dados entomoldgicos. Outro fator, € que
devido ao acumulo de palhetas, com o passar do tempo 0S ovos comegcam a se

desprender do substrato, havendo uma perda do material (SILVA, 2011).

2.5 Contagem de ovos de Aedes aegypti a partir de imagens

Partindo da problemética descrita no topico anterior, a abordagem
computacional tem sido estudada como uma estratégia que visa facilitar o processo
de contagem de ovos de Ae. aegypti, uma vez que a maquina pode ser empregada
de forma continua, com carater deterministico e sem que haja sua exaustdo (BRUN
et al., 2020). Para isso, a técnica de processamento de imagens € uma das
ferramentas empregadas, valendo-se de diferentes estratégias para alcancar esse
objetivo (GABURRO et al., 2016; MAINS; MERCER; DOBSON, 2008; ROCHA et al.,
2019).

O processamento de imagens tem duas principais finalidades: aperfeicoar a
informag&o visual, possibilitando uma melhor interpretagdo humana da cena e
processar dados presentes nas imagens, objetivando a percep¢ao automatica desses
elementos através de maquinas (GONZALEZ; WOODS, 2000; MARQUES FILHO;
VIEIRA NETO, 1999). O segundo exemplo € o modelo discutido no presente trabalho.
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Nessa atividade, o primeiro passo ap0s a obtencdo das imagens, € a
realizacdo de um pré-processamento, buscando melhora-la. Assim, costuma-se
utilizar técnicas para realcar contrastes e minimizar ou remover os ruidos. O proximo
passo é a segmentacdao, processo no qual uma imagem de entrada, que possui varias
cores é convertida em apenas duas, normalmente preto e branco, sendo dividida em
partes ou objetos constituintes, que tipicamente é composta por dados em forma de
pixels na imagem de saida (GONZALEZ; WOODS, 2000; SILVA, 2011). Para isso, é
utilizada a técnica de limiarizagdo do histograma da imagem, em que seus pixels sdo
convertidos em preto ou branco a partir da sua proximidade com um valor de limiar

estabelecido para a escala em cinza (figura 5) (SILVA, 2011).

Figura 5 - esquema da classificacéo dos pixels de acordo com o tom de cinza

241

226

255

Fonte- Google imagens (adaptado), 2022

Nota - Neste esquema podemos observar os pixels de uma imagem sendo classificados de acordo
com o tom de cinza a partir de um limiar, ou seja, valor médio estabelecido na escala. Assim, aqueles
que assumem valores abaixo do limiar, mais proximos a 0, sdo convertidos na cor preta e aqueles mais
proximos a 255 na cor branca, possibilitando a diferenciacéo entre fundo e objeto.

A Ultima etapa esta relacionada ao reconhecimento e interpretacdo desses
dados, sendo necessario que o operador atribua significado ao conjunto de
pixels/objetos (GONZALEZ; WOODS, 2000), neste trabalho, tal processo corresponde
a classificacdo supervisionada, realizada a partir do conhecimento prévio dos
valores dos pixels.

Para empregar o processamento de imagens na contagem de ovos de Ae.

aegypti, um desafio enfrentado pelo campo computacional tem sido estabelecer
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critérios para identificar de forma precisa os ovos da imagem, destacando-o do fundo
e de possiveis ruidos, a partir da otimizacdo das caracteristicas presentes nas
imagens (BRUN et al., 2020). Apesar de diversos trabalhos presentes na literatura
terem se dedicado a isso, boa parte deles se utilizaram de um baixo niumero de
imagens para validar a técnica adotada, a exemplo de Santos et al. (2008), Mello et
al. (2009), Rocha et al. (2019), entre outros, 0 que ndo exprime a variedade de
substratos encontrados em campo, ndo somente no tocante a densidade de ovos,
mas também em relacdo as condi¢cdes de conservacado. Portanto, com este trabalho
pretendo verificar o desempenho de um sistema semiautomatico para contagem de
ovos de Aedes Aegypti, utilizando a técnica de processamento de imagens, a partir

da montagem de um banco de imagens com diferentes caracteristicas.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Fornecer subsidios para calibragem de um sistema semiautomatizado de contagem

de ovos de Aedes aegypti.

3.2 Especificos

a. ldentificar a compatibilidade da forma de obtencg&o das imagens dos substratos
de oviposicdo com o sistema de processamento;

b. Verificar o desempenho do sistema no processamento proposto, nas imagens
obtidas;
Estimar a quantidade de ovos presentes nas imagens;
Comparar os dados obtidos através do processamento de imagens com a

contagem manual para dois tipos de substratos.
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4 METODOLOGIA
4.1 Obtencédo de imagens de substratos de oviposicao:

Com o apoio do insetéario do Departamento de Entomologia do Instituto Aggeu
Magalhédes (FIOCRUZ-PE), foi utilizado trés gaiolas contendo diferentes densidades
de fémeas recém emergidas de A. aegypti (5, 10, 15 respectivamente), buscando uma
variagdo no numero de ovos, e em cada uma dessas gaiolas foram colocados também
10 machos para garantir a copula. Os mosquitos de todas as gaiolas experimentais
receberam alimentacdo acucarada por 48 horas. As fémeas gravidas receberam
alimentacdo sanguinea, possibilitando a maturacdo dos seus ovos. Passadas 24
horas da alimentagédo sanguinea, foram disponibilizados dois tipos de substratos para
oviposicdo nas gaiolas, um feito em maderite pura (palheta) e outro com maderite
revestida por um tecido de algodao. Apds trés dias as palhetas foram recolhidas e
postas para secar. Em seguida, foram capturadas imagens dessas palhetas de
oviposicéo (de madeirite e de madeirite+tecido de algod&o) utilizando um celular com
camera de 12MP e estabilizacdo Optica, encaixado em um suporte, desenvolvido por
NOSSO grupo de pesquisa, que permitiu padronizar a distancia entre o substrato e a
camera do aparelho. Essas imagens foram armazenadas de forma compartilhada,
através da plataforma Google Drive, sendo catalogadas de acordo com o tipo de

substrato de oviposicéo e a quantidade de ovos presentes.

4.2 Contagem manual dos ovos

Os substratos de oviposicdo foram analisados por uma pessoa treinada,
utilizando um microscopio estereoscopio com aumento de 10x para possibilitar a
contagem individual dos ovos. Assim, foi possivel estabelecer o nimero de ovos por
substrato, para uma posterior comparagcao com os dados obtidos a partir da contagem

semi-automatica.

4.3 Processamento de imagens

As imagens catalogadas foram tratadas com filtros pré-definidos, utilizando o
programa IrfanView, para mostrar ao computador o que deve entender como ovo do
mosquito, distinguindo-o de outros elementos, como o substrato em que o0 ovo esta
aderido e outros ruidos que possam confundi-lo na deteccéo do objeto desejado. Para

isso, inicialmente, as imagens foram convertidas em preto e branco e em seguida
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foram estabelecidos valores de contraste, gama e saturacao que melhor atuavam no
destaque dos ovos (objeto) em relacéo ao substrato (fundo da imagem).

Para estimar a quantidade de ovos presentes nas imagens, apos a aplicacao
dos filtros de realce e de contraste, foi realizada a segmentagédo, a partir do programa
Terra View, que realiza uma pré-classificagdo da imagem com base no conhecimento
prévio dos valores dos pixels que correspondem aos ovos, utilizando-se da técnica de
limiarizacdo do histograma da imagem. Outra etapa importante nesse programa foi a
classificagao supervisionada, onde foram selecionadas diferentes amostras de pixels,
dividindo a imagem em duas categorias: ovo e palheta.

Com a utilizacdo do programa Qgis, foi possivel estabelecer o valor médio de um
ovo em pixels nas imagens, onde também, foi realizado o processo de contagem total
dos pixels da imagem. Apés a identificacdo dos pixels que se comportam como ovo
na imagem, foi realizado o célculo da estimativa do quantitativo de ovos na palheta,
considerando o numero total de pixels da imagem classificados como ovo dividido pelo

namero médio de pixels de apenas um ovo.

Total de ovos = n° total de pixels compreendidos como ovos na imagem

n°® médio de pixels em um ovo

4.4 Andlise dos dados

A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada pelo Nucleo de
Estatistica e Geoprocessamento - NEG (Fiocruz-PE). Para isso, as variaveis
envolvidas no estudo foram testadas quanto a sua distribuicdo de normalidade
utilizando o teste de Shapiro Wilk. Sendo avaliados quanto a abordagem paramétrica
ou ndo paramétrica. Observado a violacdo da normalidade, aplicou-se o teste de
Mann-Whitney avaliando assim as diferencas entre as medianas. Também foi
adotado o nivel de significancia de 5% para confirmar as conclusdes. O software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020) foi utilizado na avaliagdo dos resultados do

estudo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas um total de 40 imagens, sendo 20 referentes aos substratos de
oviposicdo em madeirite pura (grupo M) e as outras 20 aos substratos revestidos com
tecido de algodao (grupo T). A densidade de ovos presentes nas amostras variou entre
um valor minimo de 5 e maximo de 183 para o grupo M e um valor minimo de 12 e
maximo de 131 ovos para o grupo T, possibilitando analisar o desempenho do sistema
de contagem semiautomatica em palhetas com diferentes densidades de ovos,
dispostos sobre dois fundos diferentes. Nas imagens classificadas, encontramos um
valor médio de aproximadamente 30 pixels/ ovo.

Nas tabelas 1 e 2 podemos observar os resultados das contagens, obtidos para
0s grupos trabalhados. Nestas tabelas, foram discriminados em cinza aqueles cujo
sistema semiautomético ndo foi capaz de realizar a contagem, sendo impossivel

diferenciar os pixels de ovos dos ruidos da imagem.

Tabela 1 - Resultados obtidos a partir dos experimentos realizados com o grupo M.

Contagem Contagem

Imagem Manual semiautomatica Diferenca
1M 5 9 -4
2M 15 X X
3M 16 788 =772
4M 18 X X
5M 28 91 -63
6M 29 X X
™ 36 40 -4
8M 42 82 -40
oM 45 78 -33
10M 46 65 -19
11M 53 4945 -4892
12M 58 71 -13
13M 62 323 -261
14M 69 X X
15M 75 1329 -1254
16M 98 1016 -918
17M 102 179 =77
18M 124 151 -27
19M 128 2253 -2125
20M 183 606 -423

Fonte - O autor, 2022
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Tabela 2 - Resultados obtidos a partir dos experimentos realizados com o grupo T.

Contagem Contagem :
Imagem . L Diferenca
Manual semiautomatica

1T 12 11 1
2T 12 18 -6
3T 14 53 -39
4T 18 49 -31
5T 23 X X
6T 26 27 -1
T 26 42 -16
8T 30 60 -30
oT 31 29 -2
10T 48 70 -22
11T 54 69 -15
12T 56 56 0
13T 58 57 1
14T 64 101 -37
15T 65 95 -30
16T 65 72 -7
177 69 93 -24
18T 78 139 -61
19T 125 159 -34
20T 131 142 -11

Fonte - O autor, 2022.

Apesar de uma maior densidade de ovos no substrato favorecer a sua
sobreposi¢cao, sendo um fator que interfere na contagem manual e por imagens, 0s
resultados expressos nas tabelas 1 e 2 nos permite constatar que a eficiéncia na
contagem de ovos a partir do sistema semiautomatico, nesse estudo, nao teve
necessariamente a densidade de ovos como principal fator de interferéncia nos
resultados. Isto pode ser observado ao se comparar as imagens 7, 8 e 10 do grupo M
gue apresentam uma densidade de ovos proxima, mas obtiveram diferencas variadas,
bem como as imagens 7 e 18 do mesmo grupo que apresentaram pouca diferenca,
apesar da distinta densidade de ovos. O mesmo comportamento foi visto no grupo T
entre as imagens 5 e 18 para uma diferenca consideravel e 1 e 13 para uma diferenca
minima. Desse modo, outros fatores como a condi¢do de preservacao e secagem da
palheta, iluminacédo e foco, especialmente na regido em que 0s ovos estao dispostos,

podem ter tido um papel primordial nos resultados expostos.
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Na tabela 3 podemos observar que das 40 imagens de substrato selecionadas,
35 foram processadas digitalmente, obtendo-se uma média de 55,92 de ovos por
substrato, através da contagem manual, em comparacdo a 381,94 pela contagem
semiautomatica o que nos revela uma diferenca estatistica (P=0,0014) entre as duas

técnicas adotadas para a contagem dos ovos.

Tabela 3 Comparacéo entre os dados obtidos de modo geral e para cada grupo trabalhado.

Substrato  Contagem N Min Max Média Mediana Desvio EP valor p
Geral Manual 40 5 183 55,92 50,5 40,08 6,34 0,0014
Semiautomatica 35 9 4945 381,94 78 915,99 154,83
Madeirite Manual 20 5 183 61,6 49,5 45,55 10,19 0,0013
Semiautomética 16 9 4945 751,62 165,00 1277,18 319,30
Tecido Manual 20 12 131 50,25 51 33,99 7,6 0.1091
Semiautomatica 19 11 159 70,63 60 41,95 9,62

Fonte O autor, 2022

Quando comparada a contagem apenas entre o grupo M, observamos uma
média de 61,6 ovos por substrato de madeirite a partir da contagem manual e 751,62
pela contagem semiautomatica, havendo uma diferenca estatistica (p= 0,0013) entre
0s métodos adotados. Ja no grupo T, foi obtido uma média de 50,25 ovos por substrato
de tecido através da contagem manual, enquanto para a contagem semiautomatica
obtivemos em média 70,63 ovos por substrato, ndo existindo diferenca estatistica
entre as técnicas adotadas para esse grupo (p= 0,1091). Esses resultados apontam
uma maior facilidade de reconhecimento dos ovos, através do computador, em
imagens de substratos revestidos pelo tecido de algoddo em comparacdo os de
madeirite pura, cujo a cor do fundo da imagem (palheta), em muitos casos, se
assemelha a cor do objeto (ovo). Um resultado similar foi visto em Alves (2016) ao
trabalhar com os mesmos materiais, provavelmente pelo fato de o substrato de
oviposicdo que € revestido por tecido de algodado apresentar um fundo de imagem
mais uniforme e promover um destaque natural aos ovos devido ao contraste entre as
cores.

Com o intuito de observar os padrbes de comportamento do sistema
semiautomatico sobre a realidade das fotografias obtidas, 6 imagens representativas
foram separadas para expor as intercorréncias durante o processo de contagem digital
dos ovos, permitindo compreender a obteng&o desses resultados. A Figura 6 (imagem

7M) apresentou pouca diferenca entre a contagem manual e semiautomatica para o
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grupo M, havendo um bom destaque entre ovos e o substrato apos a aplicacdo dos
filtros de realce, o que oferece condic¢des ideais para o reconhecimento dos pixels que
representam ovos na imagem apos a segmentacao. Um fato que pode ter implicado
na diferenca (4 ovos) entre contagem manual e semiautomatica, nesse caso, foi o
aglomerado de ovos presentes em algumas regides, bem como a dificuldade em
estabelecer a quantidade exata de pixels/ ovos has imagens uma vez que o tamanho

dos ovos é variado e consequentemente 0s pixels também.

Figura 6- Imagem 7 do grupo M. Imagem original (a), aplicacéo do filtro de realce (b) e segmentacao

(©)

(@) (b) (c)

A Figura 7 apresenta o processamento da imagem 8M, que obteve uma
diferenca de 40 ovos entre a contagem manual e semiautomatica ao final do
experimento. A diferenca se justifica devido a presenca de pixels similares aos que
representam ovos na imagem, provenientes de regides do fundo que ndo foram
devidamente corrigidas com o filtro, como o exemplo destacado na cor vermelha em
(C). De acordo com Alves (2016), para minimizar problemas como esses recomenda-
se realizar um corte na imagem, definindo uma regido mais préxima possivel aos ovos,
desprezando entdo, a regidao da imagem que corresponde apenas a madeirite. No
entanto, algumas vezes desprezar uma parte da imagem pode implicar na perda de

regides contendo ovos. Uma solucéo trabalhada por Santos et al. (2008) foi desprezar
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0s conjuntos de pixels similares a ovos que ocupassem uma area menor que a pré-

estabelecida para um ovo, sendo considerado artefato.

Figura 7 - Processamento da imagem 8 M. Imagem original (a), imagem apds filtro de realce (b) e

segmentacéo (c)

(a

(b)

(€)

A Figura 8 representa o processamento da imagem 14M, cujo resultado foi

considerado incontavel.

Nela observamos que a tonalidade escura do substrato

dificulta a visualizacdo dos ovos mesmo na imagem original 8 (a), essa diferenca de

tom com relagc&o as imagens em que foi possivel estabelecer um niamero aproximado

de ovos, pode estar relacionado ao processo de secagem da palheta, tendo em vista

gue umidade altera suas caracteristicas fisicas. Outro ponto importante observado foi

em relacao ao foco e iluminag&o que nao colaboraram para a identificagdo dos ovos.

Estabelecer um foco uniforme em imagens de substratos de oviposi¢cao tem sido um

desafio, principalmente nas extremidades das imagens (ALVES, 2016). Devido a isso,

apos a segmentacdo, as ranhuras do substrato foram erroneamente classificadas

COmMo ovos

Figura 8 - Processamento da imagem 14 M. Imagem original (a), imagem apos filtro de realce (b) e
segmentacao (c).

@)

(©)
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Com relacao aos resultados obtidos através dos experimentos realizados com
o grupo T, podemos observar na Figura 9 o processamento da imagem 12T, que
obteve o melhor resultado, ndo havendo diferenca entre 0 nimero de ovos contados
através dos dois métodos. Para esse grupo outras imagens como a 1T, 6T e 13T
também obtiveram bons resultados, com uma diferenca minima, apresentando
condicBes similares as da 12T. Destacamos nessas imagens a boa conservacao do
tecido, que promove um destaque natural aos ovos favorecendo o processamento,

além do foco na regido dos ovos e iluminacdo adequada.

Figura 9 - Processamento da imagem 12 T. Imagem original (a), imagem apds filtro de realce (b) e
segmentacao (c).

(a) (b) (€)

As Figuras 10 e 11 representam exemplos de processamentos de imagem do
grupo T, cujas diferencas foram elevadas. Nestes casos, uma das intercorréncias
observadas foi com relacdo ao foco (destaque em azul), uma vez que em imagens
com ovos mais espalhados se obteve uma dificuldade para atingir o foco em toda
regiao da palheta como visto anteriormente. Outro ponto importante para as palhetas
com algodao, foram os poros do tecido que muitas vezes foram confundidos pelo
sistema com pixels de ovos (destaque em vermelho), possivelmente devido a

iluminac&o durante a obtencéo da imagem.

Figura 10 processamento da imagem 18 T. Imagem original (a), imagem apés filtro de realce (b) e
segmentacao (c).

(@) (b) (©)
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Figura 11 processamento da imagem 3T. Imagem original (a), imagem ap0s filtro de realce (b) e
segmentacao (c).

(@) (b) (€)

Trabalhos como o de Silva (2011) e Rocha et al. (2019), propuseram um
sistema automatizado para contagem de ovos, mas pautado no desenvolvimento de
um hardware especifico para a digitalizacdo de palhetas de oviposicédo. No entanto, o
nosso objetivo € que futuramente possamos facilitar o acesso a uma contagem
automatizada por meio da utilizacdo de cameras de celular. Esse feito foi trabalhado
por Alves (2016) em sua pesquisa, no entanto, ainda requerendo esfor¢co humano para
a deteccdo de ovos nas imagens, demonstrando a necessidade da continuacdo de
pesquisas na area. Portanto, para o desenvolvimento futuro de um sistema automatico
de contagem de ovos, faz-se necessario testes como estes visando estabelecer
critérios adequados para utilizacdo das ferramentas adotadas, uma vez que segundo
Brun et al. (2020), o desempenho do método pode variar de acordo com a forma de

obtencao das imagens (resolucédo, distancia, iluminacgao).
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6 CONCLUSOES

Um sistema automatico para contagem de ovos, tem por principal finalidade
reduzir os esforcos de trabalhadores que desenvolvem a contagem de forma manual
e a taxa de erro, bem como agilizar o processo de obten¢do de dados entomoldgicos,
fornecendo um direcionamento para acdes de controle do vetor. As ovitrampas
oferecem um bom desempenho no monitoramento Ae. aegypti, sendo capazes de
detectar a presenca do vetor em uma regido e sua distribuicdo geografica. Desse
modo, consideramos que estipular valores aproximados de ovos presentes em
substratos de oviposi¢cao, nos permite compreender o grau de infestacdo de um local
por esse vetor. Assim, mesmo em situagcdes em que valor de ovos encontrados
através da contagem manual e semiautomatica diferirem, se a diferenca absoluta
entre o valor real de ovos presentes no substrato e o valor da contagem por
processamento de imagens ou contagem manual for baixo, ainda é possivel inferir o
nivel de infestacdo de formas imaturas no ambiente, sendo a otimiza¢do do tempo um
importante fator a ser considerado.

Mesmo havendo diversos trabalhos na literatura que tentaram otimizar o
processo de contagem de ovos de Ae. aegypti através de estratégias computacionais,
na pratica essa técnica ainda é pouco difundida. Isso porque os substratos de
oviposicdo em situacdo de campo, estdo expostos a diversos fatores que podem
alterar suas caracteristicas originais, como a impregnacao por fungos e presenca de
insetos mortos aderidos a estrutura, além da presenca de ovos de outros insetos. E
muitos desses trabalhos tém utilizado poucas imagens como teste para validar a
técnica, muitas das quais encontram-se em condicbes que favorecem o
reconhecimento dos ovos pelo computador, dificultando o estabelecimento de um
padréo geral que funcione para a grande variedade de substratos encontrados em
campo.

Este trabalho forneceu informacgdes norteadoras para uma futura otimizacao do
sistema proposto, principalmente no que diz respeito a obten¢c&do das imagens para o
processamento. Assim, consideramos que o aperfeicoamento das condicbes de
iluminacédo, foco e secagem da palheta podem melhorar consideravelmente os
resultados para os dois materiais trabalhados, sendo necessarios novos testes para

confirmagéo.
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