
Bull. Org. mond. Sante 1961, 24, 437-443Bull. Wld Hlth Org.

Observations sur les methodes d'evaluation
de 1'age physiologique des femelles d'anopheles

J. HAMON 1, G. CHAUVET2 & L. THtLIN 3

L'estimation de l'age physiologique des femelles d'anopheles est un ilMment important
de l'etude de la transmission du paludisme et de l'evaluation de l'efficacite des traitements
insecticides. Car il importe de detruire le plus grand nombre possible de femelles en age
d'hAberger des sporozoftes dans leurs glandes salivaires. Le nombre des cycles gonotro-
phiques est l'expression de cet age physiologique. Leur nume'ration par dissection et obser-
vation microscopique peut se faire par diverses mJthodes.

Plusieurs d'entre elles ont e'te' comparees et les plus adequates ont e'te' utilise'es pour
etablir l'age des femelles capture'es sur appat humain et sous abris artificiels, dans la zone
pilote de lutte antipaludique de Bobo Dioulasso et les zones temoins avoisinantes. Ces
recherches ont fait surgir des problemes que des etudes ulterieures devront re'soudre, avant
que l'on puisse recommander une technique su're d'e'valuation.

Differentes methodes ont ete proposees par Mer
(1932), Polovodova (1941, 1949), Detinova (1945,
1949), Lewis (1958) et Gillies (1958), pour distinguer
les femelles pares des femelles nullipares, et even-
tuellement, chez les femelles pares, le nombre de
cycles gonotrophiques.
Pour etre utilisable de fa9on systematique dans le

controle entomologique d'une zone pilote de lutte
antipaludique, une methode d'estimation de I'age
physiologique doit etre simple, assez rapide, et
donner les memes resultats avec differents observa-
teurs. Elle doit en outre reserver la possibilite de
dissequer les glandes salivaires et eventuellement
l'estomac, pour permettre d'etablir sur le meme
materiel le taux d'infection des anopheles (Bek-
lemishev et al., 1959).

AVANTAGES ET INCONVENIENTS
DES DIVERSES METHODES

La determination exacte du nombre de cycles
gonotrophiques, par comptage du nombre des dila-
tations situees sur les funicules des ovarioles demande
trop de temps et de dexterite pour etre effectuee de
faqon reguliere sur le terrain, au moins dans Jes
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conditions regnant en Afrique. Nous avons donc
essaye simultanement, dans la zone pilote de Bobo
Dioulasso, de reconnaitre les femelles pares par
trois methodes:

a) les changements qualitatifs des ampoules et
des oviductes pairs (Mer, 1932 et Polovodova, 1941);

b) la structure du funicule de l'ovariole apres
dilaceration de l'ovaire (Lewis, 1958);

c) la forme des tracheoles a l'interieur de l'ovaire
(Detinova, 1945).

Les ovaires etaient extraits avec soin par l'un
d'entre nous (G. C.) dans du solut6 physiologique
et identifies comme pares ou nullipares par la me-
thode a); puis l'un des ovaires etait transfere dans
de l'eau distillee, et les tracheoles examinees apres
evaporation de l'eau distillee (methode c) par le
second membre de l'equipe (L. T.), tandis que l'autre
ovaire etait dilacere dans du solute physiologique et
examine' l'etat frais (methode b) par le troisieme
(J. H.). Chaque femelle portait un numero d'ordre
permettant de comparer les resultats apres chaque
seance de dissection. Voici les resultats de cette
comparaison:

Les pourcentages de femelles pares obtenus par
les trois methodes sur le meme lot d'anopheles ne
sont pas tres differents. Mais si on examine les
diagnostics un a un, on constate que les femelles
considerees comme pares d'apres I'aspect des tra-
cheoles le sont presque toujours aussi d'apres la
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TABLEAU I
POURCENTAGE DE FEMELLES PARES OBSERVt LORS DE CAPTURES DE NUIT

EN FONCTION DU STADE DE DtVELOPPEMENT OVARIEN

Esp6ce Technique d'examen Nombre Nombre Pourcentage Intervalle
et zone et stade ovarien de femelles de femelles de femelles de conflanceexamin6es pares pares A 95 %

A. gambiae dilac6rations stades 2 a et 3 15 12 80 58-100

Villages trach6oles stades 1-2 a 58 49 84 75-94
t6moins

dilac6rations et trach6oles 73 61 84 75-92

A. funestus dilac6rations stades 2 a et 3 42 38 90 75-100

Villages trach6oles stades 1-2 a 196 119 61 54-68
t6moins

dilac6rations et trach6oles 238 157 66 60-72

A. nili dilac6rations stades 2 a et 3 221 97 44 37-51

Villages trach6oles stades 1-2 a 446 147 33 29-37
trait6s
au DDT dilac6rations et trach6oles 667 244 37 33-40

A. coustani dilac6rations stades 2 a et 3 56 43 77 66-88

Villages trach6oles stades 1-2 a 411 201 49 44-54
traitAs
au DDT dilac6rations et trach6oles 467 244 52 47-57

* a = Ag6

structure du funicule des ovarioles, et que celles
considerees comme nullipares d'apres I'aspect des
tracheoles sont toujours considerees comme nulli-
pares d'apres la structure du funicule des ovarioles.
Par contre, les diagnostics poses d'apres l'aspect des
ampoules et des oviductes pairs different de ceux
faits d'apres les tracheoles ou les funicules des ova-
rioles dans 5%-10% des cas. A plusieurs reprises,
des ovaires presentant toutes les caracteristiques
qualitatives d'une femelle pare se sont averes corres-
pondre 'a une nullipare chez une femelle et 'a une pare
chez une autre, aussi bien d'apres les trachees que
d'apres les funicules des ovarioles. La morphologie
des ampoules et des oviductes communs n'est donc
pas un critere tres satisfaisant pour distinguer les
femelles pares des nullipares. Les deux autres tech-
niques semblent aussi precises l'une que I'autre,
mais celle des tracheoles n'est pas applicable au-
del'a du stade 2 age, tandis que l'examen des funicules
peut encore se faire dans d'assez bonnes conditions
au stade 3. Par contre, la dilaceration des ovaires
pour 1'examen immediat des funicules ne permet
d'examiner que 12 'a 15 specimens La l'heure, surtout
s'il y a beaucoup de nullipares, tandis que l'examen
des tracheoles permet d'examiner 50 'a 60 specimens
a l'heure (extraction des ovaires non comprise).

TECHNIQUE ADOPTEE ET DISCUSSION

DES RISULTATS

A la suite de cette etude nous avons adopte la
technique suivante dans la zone pilote de Bobo
Dioulasso:

Les femelles d'anopheles sont determinees, on
extrait les glandes salivaires pour la recherche des
sporozoltes, et les ovaires. Ces derniers sont fournis
a 1'entomologiste dans une goutte de solute phy-
siologique. Apres un bref examen 'a la loupe bino-
culaire les ovaires jusqu'au stade 2 moyen, et pour
certains jusqu'au 2 age sont transferes dans une
goutte d'eau distillee pour etre examines apres
dessiccation. La majorite des ovaires 2 age et tous
les ovaires 3 sont examines par dilaceration sous
loupe binoculaire et la structure des funicules des
ovarioles est etudiee au microscope. Comme nous
etudions 1'age physiologique des anopheles sur les
femelles prises la nuit sur appat humain, les stades
2 age et 3 sont la minorite, et l'on peut examiner
par cette technique 150 La 300 femelles par matinee
(4 1/2 heures), la lecture des tracheoles etant faite
eventuellement l'apres-midi. Le point delicat est la
distinction des ovaires que l'on doit dilacerer de
ceux que l'on peut examiner La sec. Chez certaines
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femelles pares, contenant encore quelques ceufs de
la ponte precedente, les tracheoles presentent parfois
quelques traces des pelotons caracteristiques des
femelles nullipares. I1 faut donc rechercher pour
chaque espece jusqu'a quel stade de developpement
ovarien on peut distinguer de facon certaine les
tracheoles d'une femelle nullipare de celles d'une
femelle pare. L'interpretation des tracheoles devient
generalement douteuse au milieu du stade 2 age.
II semble que les femelles des especes anopheliennes
de grande dimension, telles A. gambiae, A. pharoen-
sis et A. coustani, aient des tracheoles ovariennes
tres abondantes, dont les pelotons se deroulent plus
lentement que chez les especes de petite taille, ce

qui permet l'identification des nullipares par la
methode des tracheoles a un stade ovarien plus
avance.

Etant donne qu'il est plus long et plus difficile de
faire et de lire les # di]acerations * que les <tra-
cheoles >, nous avons examine, sur une longue serie
de dissections, quel etait le pourcentage des femelles
pares, selon que l'on ne tenait compte que des
# tracheoles#> (femelles avec les ovaires au stade 1

2 jeune - 2 moyen et 2 age, partiellement), ou
des ( tracheoles# plus les <(dilacerations # (femelles
stade 3 et 2 age, partiellement). Le tableau 1 montre
nettement que les #dilacerations> donnent un pour-

centage de femelles pares nettement plus eleve que
les .(tracheoles #, mais comme la frequence des
femelles 'a un stade ovarien avance est faible dans
notre materiel, ]es #tracheoles# seules donnent un

pourcentage de femelles pares peu different de celui
obtenu sur la population totale.

Nos evaluations du pourcentage des femelles pares
sont faites sur les femelles provenant des captures
de nuit sur appat humain, parce que cela nous donne
un bon echantillonnage de la population anophe-
lienne en rapport avec l'homme, aussi bien dans les
villages traites au DDT que dans les agglomerations
non traitees, ce qui n'est pas le cas des captures de
moustiques faites le jour dans Jes habitations (Ha-
mon et al. (ORSTOM), 1959). C'est cependant un
procede couteux et souvent de faible rendement, et
nous avons essaye d'appliquer la meme technique
d'evaluation de I'age physiologique aux femelles
provenant des abris artificiels de la zone traitee au
DDT. I1 n'est alors possible de travailler que sur les
femelles 'a jeun ou fraichement gorgees, les autres
etant a un stade ovarien trop age (4 ou 5). I1 se pose
alors un probleme d'echantillonnage: les specimens
'a jeun et fraichement gorges sont-ils repr6sentatifs de
la population totale ? Le tableau 2 indique, dans le
cas d'A. funestus et d'A. flavicosta, les pourcen-
tages de femelles pares obtenus respectivement sur
les femelles des captures de nuit et sur celles 'a jeun
ou fraichement gorgees prises le matin dans des
abris artificiels, tous les specimens provenant des
memes villages de la zone traitee. I1 y a une nette
discordance dans le cas d'A. funestus, les femelles
provenant des abris artificiels contenant une pro-

portion de nullipares beaucoup plus elevee que
celles provenant des captures de nuit. Ce phenomene
n'est probablement pas d'u seulement au non-examen
des femelles gravides, car les indices sporozoitiques
des femelles d'A. funestus provenant des abris
artificiels sont moins eleves que ceux des femelles

TABLEAU 2
POURCENTAGE DE FEMELLES PARES OBSERVE DANS LES VILLAGES TRAITtS AU DDT

EN FONCTION DU MODE DE CAPTURE (OCTOBRE ET DtCEMBRE 1959)

Esp6ce Mode de capture Nombre Nombre Pourcentage Intervalle
anoph6lienne et stade de r6pl6tion de femelles de femelles de femelles de conflance

examin6es pares pares A 95 %

A. funestus captures de nuit, femelles A jeun 98 58 59 49-69

abris artificiels, femelles & jeun 212 37 17 12-23

abris artificiels, femelles gorg6es 25 12 48 28-68

abris artificiels, ensemble des femelles
non gravides 237 49 21 16-26

A. flavicosta captures de nuit, femelles A jeun 53 37 70 57-82

abris artificiels, femelles A jeun 38 24 63 48-79

abris artiflclels, femelles gorg6es 17 14 82 64-100

abris artificiels, ensemble des femelles
non gravides 55 38 69 57-81
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TABLEAU 3
INDICES SPOROZOTTIQUES COMPARtS DES FEMELLES D'ANOPHtLES PROVENANT DES CAPTURES DE NUIT SUR

APPAT HUMAIN, ET DES RtCOLTES SOUS ABRIS ARTIFICIELS, DANS LES VILLAGES TRAITtS AU DDT
(JUIN 1958 A OCTOBRE 1959)

Espbce Mode de capture Nombre de femelles Nombre de femelles Indice lntervalle de conflancediss6qu6es infect6es sporozoitique A 95%

A. gamblae Abris artificiels 1186 3 0,25 0,05-0,74
Captures de nuit 922 4 0,43 0,12-1,11

A. funestus Abris artificiels 16721 9 0,05 0,02-0,10
Captures de nuit 1055 7 [ 0,66 0,27-1,37

de la meme esp6ce provenant des captures de nuit, bien d'A. funestus sensu stricto nous sommes obliges
alors que ce phenomene ne se manifeste pratique- de conclure que le pourcentage de femelles pares
ment pas chez A. gambiae, comme l'indique le dans une population ne peut pas etre evalue sur des
tableau 3. Comme nous avons verifie qu'il s'agissait femelles capturees par n'importe quelle methode.

TABLEAU 4
REPARTITION DES STADES OVARIENS ET, CHEZ LES FEMELLES PARES, DES ((SACS))
ET ((DILATATIONS)), CHEZ LES ANOPHELES CAPTURES DE NUIT SUR APPAT HUMAIN

(JUIN A SEPTEMBRE 1959)

Parit6, sacs, dilatations Nombre de femelles
et stades ovariens A. gambiae T A. funestus A. nili A. coustani

Pares avec dilatations

3 3 1 14 3

2a 4 5 7 13

2 m* 0 0 5 12

Pares avec sacs

3 4 5 5 1

2a 11 13 7 8

2 m 9 11 6 11

2j** 1 0 0 2

Nullipares

3 3 5 15 4

2a 6 2 16 5

2 m 8 5 40 19

2j 5 4 3 12

1 2 3 3 2

Total des pares avec sacs 25 29 16 22

Total des pares avec dilatations 7 6 26 28

Total gdn6ral des pares 32 35 42 50

Total des nullipares [ 24 ] 19 77 [ 42

* m = moyen ** i = jeune
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I1 s'ensuit que les indices sporozoitiques peuvent
donc varier dans certains cas selon le mode de
capture, ce qui a une grosse importance dans l'or-
ganisation du controle entomologique des campagnes
d'eradication du paludisme.
Dans un certain nombre de captures de nuit, le

nombre de femelles aL examiner etant tres reduit,
toutes ont ete dilacerees pour evaluer exactement "a
quel stade ovarien les femelles venaient prendre leur
repas de sang, et, dans le cas de femelles pares, pour
voir si elles avaient pondu la nuit meme du repas
(presence d'un sac residuel) ou une des nuits pre-
cedentes (pre'sence d'une dilatation). Les resultats
de cette enquete sont presentes dans le tableau 4.
On y voit nettement, bien qu'il n'y ait pas de regle
stricte, qu'une grande proportion des A. gambiae
et des A. funestus prennent leur repas de sang la
nuit meme de la ponte, alors que la majorite des
A. nili et des A. coustani ne prennent pas de repas
de sang la nuit de la ponte. On peut noter egalement

qu'une proportion appreciable des femelles qui
viennent piquer sont au stade 2 age, ou 'a un stade
plus avance. Or nous avons constat6 au laboratoire
que les femelles qui pondent des que leurs aeufs sont
mfirs ont des ovaires presque invariablement au
stade 2 moyen, tandis que celles qui pondent 24 heu-
res ou plus apres que leurs ceufs sont mfurs presen-
tent souvent des ovaires au stade 2 age. II est donc
probable que dans la nature un certain nombre de
femelles ne pondent que 24 ou 48 heures apres la
maturation des ceufs. Ces deux phenomenes joints
font que, dans la nature, le laps de temps separant
deux pontes successives est certainement en moyenne
sensiblement plus long que la duree du cycle gono-
trophique.

Sur l'ensemble des femelles examinees provenant
des captures de nuit de juin a octobre 1959, nous
avons 'tudie le pourcentage des femelles pares en
fonction de l'heure d'attaque. Le tableau 5 resume
nos observations pour A. funestus, A. nili et A.

TABLEAU 5
REPARTITION DES FEMELLES PARES AUX DIFFtRENTES HEURES DE LA NUIT LORS DE CAPTURE

SUR APPAT HUMAIN (JUIN A OCTOBRE 1959) *

Nombre de femelles examin6es et pourcentage de pares
Tranche A. funestus A. nili A. coustanihoraire

Nombre Pares % Nombre Pares % Nombre Pares %
_~~~~ I,

18-19

19-20

20-21

21-22

22-23

23-24

00-01

01-02

02-03

03-04

04-05

05-06

18-21

21-24

00-03

03-06

18-06

3

3

3

10

6

17

18

45

41

50

70

33

0

67

67

30

83

65

72

73

66

70

70

58

14

26

68

95

99

94

95

97

55

81

79

54

0

31

38

34

33

40

34

53

35

42

43

39

51

55

36

68

78

56

44

75

51

50

39

32

47

51

50

54

47

54

55

57

67

68

72

63

* Les A. funestus proviennent des villages temoins, les A. nili et A. coustani de la zone tralt6e au DDT.
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TABLEAU 6
POURCENTAGES DE FEMELLES PARES OBSERVES DANS LES REGIONS TRAITtES AU DDT

ET DANS LES VILLAGES TEMOINS, LORS DE CAPTURES DE NUIT
(JUIN 1959 A AVRIL 1960)

Nombre Pourcentage Intervalle
Esp6ce Zone de capture de femelles de femelles de confiance

diss6qu6es pares A 95%

Villages t6moins 203 75 69-81
A. gambiae

Zone DDT 207 42 36-48

Villages t6moins 732 79 76-82
A. funestus

Zone DDT 354 52 47-57

Villages t6moins 136 54 45-63
A. nili

Zone DDT 1126 42 39-45

Villages t6moins 26 73 55-91
A. coustani

Zone DDT 683 56 52-60

Villages t6moins 20 60 38-82
A. flavicosta

Zone DDT 85 64 54-74

Villages t6moins 26 54 34-74
A. pharoensis

Zone DDT 514 59 55-63

coustani. I1 y a des variations tres marquees d'une
heure 'a l'autre, dues dans bien des cas au petit
nombre de specimens examines dans chaque tran-
che horaire. Le groupement des captures par tran-
ches de 3 heures, du crepuscule a I'aube, diminue
l'ampleur des variations, et il semble ressortir assez
clairement qu'il y a une plus forte proportion de
femelles pares dans la seconde moitie de la nuit que
dans la premiere. Des captures de nuit <(partielles #

ne constituent peut-etre pas un echantillonnage
satisfaisant de la population anophelienne dans son
ensemble. Toutefois l'analyse des resultats par la
methode du x2 n'elimine pas l'hypothese que cette
fluctuation soit due simplement au hasard de l'echan-
tillonnage.
Nous avons determine, sur les femelles recoltees

dans les captures de nuit, de juin 1959 'a avril 1960,
le pourcentage de femelles pares en fonction de la
zone de capture: villages temoins, ou villages et
hameaux de la zone traitee au DDT (situes 'a une
distance suffisante des villages non traites). Les
resultats, groupes dans le tableau 6, montrent une
nette diminution de la proportion de femelles pares
dans la zone traitee par rapport a la zone temoin,
chez A. gambiae et A. funestus, alors que cette pro-

portion ne varie guere chez les autres especes, excep-
tion faite de A. coustani, ce qui peut s'expliquer par
le petit nombre de dissections provenant des villages
temoins. Un fait frappant est la proportion plus
elevee de femelles pares chez A. funestus que chez
A. gambiae, aussi bien en zone traitee que dans les
vilages temoins. Dans la region de Bobo Dioulasso
au contraire, les indices sporozoitiques d'A. funestus
sont toujours plus faibles, sur une longue periode,
que ceux d'A. gambiae, alors qu'il ne semble pas y
avoir de differences dans le degre d'anthropophilie
ni dans la duree du cycle gonotrophique. Cet ecart
tient peut-etre au fait que A. funestus etant plus petit
qu'A. gambiae, absorbe une quantite plus faible de
sang, et a donc proportionnellement moins de chan-
ces d'absorber des gametes de Plasmodium.

Les differentes etudes mentionne'es ci-dessus ne
sont pas terminees. Les resultats sont presentes pour
mettre en evidence les divers problemes qui se
posent. Il conviendrait de les resoudre de fa9on
aussi complete que possible, avant que l'on puisse
recommander une technique d'e'valuation de l'age
physiologique des femelles d'anopheles, pour appre-
cier l'efficacite des aspersions insecticides dans le
cadre des campagnes d'eradication du paludisme.
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SUMMARY

This article describes the method used in the Bobo
Dioulasso area, Upper Volta, for the differentiation of
parous and nulliparous female anophelines captured on
human bait. Differentiation is based, for females at or
before the late substage of the second ovarian stage, on
the appearance of the tracheoles of the ovaries, and for
females at or after that substage on the presence or
absence of dilatation or of a residual egg-sac on the
interfollicular stalk. By this method several hundred
anophelines may be classified daily, if need be.
From a number of observations made in DDT-treated

and untreated parts of the Bobo Dioulasso malaria
control pilot zone, it would appear that artificial shelters

do not provide a representative sample of the total
population of Anopheles funestus. Examinations of the
ovaries of mosquitos taken on human bait also suggest
that the interval between two successive ovipositions
is longer than the gonotrophic cycle, at least for A. funes-
tus, A. gambiae, A. nili and A. coustani.
Study of the variations in the percentages of parous

females according to biting time, based on examinations
of A. funestus, A. nili and A. coustani taken on human
bait, has not produced definite evidence to show whether
such variations are due to sampling error or whether
females of different physiological age have different
rhythms of activity.
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