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Riassunto - Vengono riportati i risultati delle attività di monitoraggio entomo- 
logico condotte nell'ambito della prima fase del Programma di Lotta alla Malaria 
nella città di Ouagadougou (Burkina Faso). 

Summary - (Malaria Control programme in Ouagadougou (Burkina Faso) - Levels of 
malaria tntnsmissim: entomological data. ) - Results from the entomological sur- 
vey csrried out in the first phase of the Malaria Control Programme in the city 
of Ouagadougou are reported. 

Introduzione 

Nell'ambito della prima fase del programna di lotta alla malaria nella cit- 
t& di Ouagadougou è stata eseguita una cartografia dei focolai larvali di Ano- - 
pheles gambiae s.1. su tutto il territorio urbano ed è stata condotta un'inchies- 
ta entomologica longitudinale con l'obbiettivo di determinare i livelli di tras- 
missione della malaria in zona urbana e di compararli a quelli delle zone rurali 
limitrofe. Tale studio è stato completato da un'indagine parassitologica i cui 
risultati vengono riportati da Sabatinelli et al. (1). 

Ouagadougou, capitale del Burkina ~aso(ex1to Volta), è situata in una 
zona di savana sudaniana nel cuore dellVAfrica Occidentale, ed è caratterizzata 
da un regime di precipitazioni annuo di circa 860 mm (media 1961 - 19701, dia- 
tribuito in 70 giorni di piogge, da metà giugno a met8 settembre. Nel 1984 la 
stagione delle piogge è stata piuttosto anomala, essendo iniziata in marzo e 
terminata in novembre, con un totale di soli 550 mm.Lacittà, che si estende su 
un diametro di circa 12 km, è costituita per meno del 40% da quartieri lottizza- 
ti, dotati di infrastrutture viarie, idriche, fbgnarie ed elettriche, e per il 
restante 60% da quartieri non lottizzati, sorti spontaneamente negli ultimi anni 
a seguito di una forte immigrazione di masse rurali. Nella zona settentrionale 
della città B presente un grande bacino idrico, di cui solo un terzo è bonifica- 
to. Dati demografici ed etnici sono riportati da Sabatinelli et al. (1). 

Materiali e metodi 

I1 monitoraggio delle alate è stato eseguito da marzo a novembre attraverso 
catture diurne al piretro (CPP), secondo gli standard O.M.S. (21, con frequenza 
mensile in stagione secca e quindicinale in stagione delle piogge in città. Co- 
no stati scelti 5 quartieri della città rappresentativi di situazioni ecologiche 
differenti (Caint Camille, Nongremassm, Kologh Naba, Gounghin Nord e Saint Leon) 
e 3 villaggi situati nei dintorni di Ouagadougou (Pabre, Zaghtouli e Koubri). In 
ognuna di queste zone sono state stabilite 5 stazioni di cattura fisse, in case 



abitate corrispondenti alla tipologia locale più comune. A causa di difficoltà 
logistiche le catture hanno avuto inizio in marzo nei quartieri e solo in luglio 
nei villaggi. Le femmine di Anopheles dopo identificazione, sono state contate e 
dissezionate per la ricerca degli sporozoiti. I1 coprifuoco tuttora in vigore 
non ci ha permesso di effettuare le catture notturne su uomo. I1 Tasso d'Inocu- 
lazione Entomologico T I E  è stato quindi calcolato come numero di femnine 
Fed/abitante moltiplicato per l'indice sporozoitico. 

Risultati 

I1 censimento dei focolai larvali di A. gambiae s.l., condotto durante tut- 
to l'anno, ci ha permesso di tracciare la Grtografia di questi ultimi e di pre- 
cisarne la natura, l'estensione e la durata. S6no stati recensiti su tutta la 
superficie urbana oltre 200 focolai temporanei, cioè presenti solo durante la 
stagione delle piogge, In particolare sono state individuate ampie zone di acque 
stagnanti, comprendenti numerosissime piccole raccolte d'acqua, come ad esempio 
il canale S. Camille. I bacini idrici non bonificati presenti nella parte set- 
tentrionale della città sono risultati importanti aree di focolai larvali semi- 
permanenti. Le cave di argilla utilizzate per la costruzione di mattoni, sparse 
su tutta la fascia periferica urbana, costituiscono altresi' un ambiente estre- 
mamente favorevole allo sviluppo delle larve di - A. gambiae s.l., soprattutto in 
stagione secca. 

A. 9ambiae s.1. è risultato il solo vettore di malaria in zona urbana, men- 
tre inzona rurale anche A. funestus è risultato positivo alla ricerca degli spo- 
rozoiti. In totale, attraverso le CPP sono state catturate 6.678 femmine di A. 
gambiae s.l., delle quali 4.272 dissezionate per la ricerca degli sporozoitiF 
L'analisi degli indici entomologici elaborati sulla base dei dati raccolti da 
marzo a novembre 1984 mostra una notevole eterogeneità nei livelli di trasmia- 
sione della malaria fra i quartieri della città. Per quello che riguarda la den- 
sità (espressa come numero medio di femmine di A. gambiae s.l./camera) ' valori 
minimi sono stati rilevati nei quartieri lottizzti di Gounghin Nord e Ssint 
Leon (media del periodo considerato, rispettivamente 1.1 e 0.9). I valori più e- 
levati (15.3) sono stati registrati nei due quartieri di Kologh Naba e Nongre- 
massm, posti ai margini dei bacini idrici. E' da notare che in questi due quar- 
tieri le densità sono risultate elevate già a partire dai mesi di aprile e mag- 
gio (17.2 in aprile a Kologh Naba e 9.6 in maggio a Nongremassm), ed hanno rag- 
giunto i massimi valori stagionali rispettivamente in giugno con 38.2 ed in lu- 
glio con 52.0 femmine/camera. Nel quartiere di S. Camille sono stati registrati 
valori intermedi (7.8), con un rapido aumento da maggio a giugno (da 1.6 a 14.4). 
I valori medi di densità riscontrati nei villaggi sono comparabili a quelli di 
alcuni dei quartieri campione (44.4 a Pabre e 20.5 a Zaghtouli), ad eccezione 
di Koubri dove la densith media raggiunge 114.0 (massimo registrato 269.7 in a- 
gosto). 

Per quanto riguarda gli indici sporozoitici le prime positività sono state 
osservate in maggio nel quartiere di Kologh Naba (1.5%). L'andamento ai è poi 
mostrato discontinuo durante la stagione delle piogge, con valori oscillanti at- 
torno alltl%. Sono stati registrati due picchi, uno nel mese di agosto (4.2% a 
S. Camille) ed uno in ottobre, quest'ultimo corrispondente ai valori massimi re- 
gistrati nella stagione (3.6% a S. Camille, 5.6% a Nongremassm e 11.5% a Kologh 
Naba). Nessuna positività E stata riscontrata nei quartieri di Gounghin Nord e 
S. Leon durante tutto il periodo preso in esame. 

I1 Tasso d'Inoculazione Entomologi~o Cumulativo, ossia il numero di punture 
infettanti ricevute da ogni abitante durante il periodo in esame (marzo - novem- 
bre), è zero per i due quartieri centrali, mentre risulta di 5 punture infettan- 
ti per abitante a Nongremaaam ed a S. Camille e di 15 a Kologh Naba. Nei villag- 
gi tale indice, calcolato a partire da luglio, & risultato di 418 a Koubri (pari 
a più di 3 punture infettanti/uomo/notte), 91 a Pabre e 74 a Zaghtouli. 



Discussione 

L'analisi dei dati raccolti mostra che A. gambiae s.1. è il solo vettore 
della malaria in città. I livelli globali di%asmissione risultano in zona ur- 
bana inferiori rispetto alle zone rurali limitrofe. Cio' sembra dovuto soprat- 
tutto ai più alti indici sporozoitici osservati nei villaggi. I valori estrema- 
mente elevati di densità/camera di femmine di A. gambiae s.1; rilevati nel vil- 
laggio di Koubri determinano il T.I.E.C. eccezionalmente alto che vi è stato 
calcolato. 

All'interno della città la situazione riguardante i livelli di trasmissione 
della malaria è estremamente eterogenea. Si possononfatti distinguere quartieri 
nei quali essa sembra assente (Gounghin Nord e S. Leon) e quartieri nei quali la 
trasmissione della malaria presenta livelli piuttosto elevati. Nei quartieri più 
colpiti notiamo ulteriori differenze riguardanti la durata della trasmissione 
che raggiunge almeno sei mesi a Kologh Naba e Nongremassm, mentre è di circa tre 
mesi a S. Camille. Queste eterogeneità epidemiologiche sono da mettere in rela- 
zione alla presenza nelle zone oggetto d'indagine di differenti tipi di focolai 
larvali di A. gambiae s.1.: focolai temporanei e di piccole dimensioni nei quar- 
tieri centrali e lottizzati, aree estese di focolai larvali semipermanenti adia- 
centi i quartieri situati ai margini dei bacini idrici, ed estese zone di focolai 
temporanei nei quartieri non lottizzati come S. Camille. In città, dunque, la 
malaria sembra avere una distribuzione di tipo "focale", caratterizzata da li- 
velli di trasmissione diversi osservati in zone relativamente vicine una all'al- 
tra (es. Gounghin Nord e Kologh Naba), che indica una scarsa mobilità del vetto- 
re in zona urbana. Questo aspetto della biologia di A. gambiae s.1. è stato og- 
getto di uno studio specifico, i cui risultati vengono presentati da Sabatinelli 
et al. (4). La conferma, infine, delle eterogeneità dei livelli di trasmissione 
della malaria evidenziate dalla presente inchiesta entomologica, è stata fornita 
da un'inchiesta protozoologica condotta in agosto - settembre nelle stesse zone 
prese da noi in esame (1). 
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Riassunto. - Vengono presentati i risultati di una indagine malariologica con- 
dotta su gruppi di bambini tra O e 5 anni, nella città di Ouagadougou e zone ru- 
rali limitrofe, durante la stagione delle piogge 1984. 

Summary (Malaria contro1 programme in Ouagadougou (8urkina Faso) - Levela of ma- 
laria transmission: protozoological data). - Results of a malariological survey 
carried out on a group of children 0-5 years old in the city of Ouagadougou and 
neighbouring rural zones during the 1984 rainy seaaon are reported. 

Introduzione 

L'inchiesta protozoologica, oggetto della presente nota, è stata condotta 
assieme ad uno studio entomologico longitudinale (1) al fine di raccogliere dati 
di base per un programna di lotta antimalarica nella città di Ouagadougou. Scopo 
del lavoro è stato quello di determinare la prevalenza dell'infeziona in diffe- 
renti zone della città durante il periodo di massima trasmissione, di confron- 
tare la situazione malariologica tra zona urbana e zona rurale limitrofa e veri- 
ficare le correlazioni tra gli indici protozoologici e gli indici entomologici 
osservati nelle stesse zone. 
La città di Ouagadougou, capitale del Burkina Faso (ex Alto-Volta), conta una 
popolazione di circa 407.000 abitanti dei quali solo il 33 % vive in aree lot- 
tizzate, dotate di infrastrutture. I1 tasso bruto di mortalità (stima 1976) è 
del 22 % O ,  quello di natalità del 46 %O ed il 50 % della popolazione ha meno di 
20 anni. I1 tasso di accrescimento a Ouagadougou è del 10 % annuo anche a causa 
della forte immigrazione urbana. Nel dipartimento di Ouagadougou l'etnia preva- 
lente è quella Mossi (40 %). Considerando tutta la popolazione del Burkina Faso 
le percentuali delle ernoglobinopatie AS ed AC sono rispettivamente 11.26 L e 
18.74 % (2). Dati sulla climatologia e geografia della zona di studio sono for- 
niti da Rossi et al. (l ). 

Materiali e Metodi 

L'inchiesta protozoologica è stata effettuata dal 27 agosto al 13 settembre 
1984, su 2.117 soggetti di età compresa tra O e 5 anni residenti negli stessi 
quartieri (Kologh Naba, Nongremaasm, St.Camille, Gounghin Nord e St.Leon) e vil- 
laggi (Zaghtouli, Pabrè e Koubri) oggetto dello studio entomologico longitudina- 
le (1). E+ stato inoltre preso in considerazione il quartiere Tanghin. 



Durante l'inchiesta sono stati utilizzati questionari per raccogliere, per cias- 
cun bambino, dati, oltre che sull'identità personale, sulla mobilità, eventuale 
chemioprofilassi e chemioterapia eseguita, utilizzazione di zanzariere ed inset- 
ticidi, durante i due mesi di luglio ed agosto che hanno preceduto l'inchiesta. 
Per ogni soggetto è stata effettuata goccia spessa e striscio secondo gli atan- 
dards O.M.S. e l'esame parassitologico è stato effettuato su 100 campi di goccia 
spessa a 1000 X.  L'indice di densità parassitaria (IOP) e l'indice di densità 
parassitaria positiva (IDPP) sono stati calcolati secondo la metodologia adotta- 
ta nel progetto Garki (3). I1 gruppo di età 0-5, ritenuto particolarmente utile 
ai fini della presente inchiesta per la sua bassa mobilità, è stato ulteriormen- 
te analizzato in base ai sottogruppi 0-11 mesi, 12-23 mesi e 2-5 anni. 

Risultati 

Su 2.117 soggetti esaminati l'indice plasmodico totale (IP tot.) è risulta- 
to del 29.4 %. L'IP per le differenti specie ha dato i seguenti valori: Plasmo- 
dium falci arum 29 %, P.malariae 1.37 %, P.ovale 0.5 %. L'indice gametocitico 
-1 7.5 18 e P.falciparum è presente nel 98.6 % delle infezioni. 
L'IP aumenta progressivamente con l'età mentre per 1'IG si osserva un aumento 
significativo tra le classi di età 0-11 e 12-23 mesi. 
L'esame globale dei bambini tra O e 5 anni nei 6 quartieri campione di Ouagadou- 
gou dà un IP tot. pari al 16 % mentre in zona rurale, come media dei tre villag- 
gi, 1'IP tot. raggiunge il 62%. Tale differenza è altamente significativa con 
una probabilità inferiore all'uno per mille. 
Tra i tre villaggi sono state riscontrate notevoli differenze nella prevalenza 
della malaria. I valori più alti delltIP sono stati osservati nei villaggi di 
Koubri (87.9 %) e di Pabrè (74.6 %). E' da notare che nel villaggio di Zaghtouli, 
ove è stato rilevato un IP più basso (50.9 %),viene praticata una estesa coper- 
tura chemioprofilattica che raggiunge 1'81.5 %. 
Anche in città sono state rilevate notevoli differenze di prevalenza tra idiver- 
si quartieri campione. I valori più elevati delllIP tot. sono stati osservatinei 
quartieri di Nongremassm (26.4 %), Tanghin (21.8 % l ,  Kologh Naba (20.3 %) e Ct. 
Camille (15.6 %). I valori delllIP tot. sono significativamente più bassi aGoun- 
ghin Nord (9.5 %) ed a St.Leon (3 %). 
Differenze significative negli indici protozoologici sono emerse anche sudistan- 
ze assai brevi tra 3 gruppi di bambini abitanti nel quartiere di Kologh Naba in 
tre zone contigue poste a distanze crescenti (100-350 m, 400-600 m, 800-1050 m) 
dal margine di un bacino idrico ove sono localizzati i focolai larvalidi Anophe- 
les gambiae s.1. Questi dati mostrano che 1'IP tot. e 1'IDP diminuiscono in ma- 
niera significativa in funzione dell'allontanamento dai focolai larvali, mentre 
1'IOPP varia in maniera inversa. 
Si è anche proceduto ad una analisi della correlazione tra gli indici plasmodici 
e gli indici entomologici relativi alla prima metà del mese di agosto (1). La 
correlazione tra 1'IP tot. ed il tasso di inoculazione entomologico (TIE) è si- 
gnificativa (P(.05) sia che ai consideri il campione globale 0-5 anni, sia trat- 
tando separatamente le diverse classi di età. Questa correlazione è molto più 
alta nella classe di età 0-11 mesi (P(.01) e decresce progressivamente nelle 
classi 12-23 mesi e 2-5 anni (P(.05). L'IOP di P.falciparum è risultato correla- 
to significativamente con le densità per camera di femmine di Anopheles gambiae 
s.1. (P<.05) ed ancor più con l'indice sporozoitico (P(.01). 

Discussione 

L'analisi dei risultati mette in evidenza notevoli differenze della preva- 
lenza della malaria nelle zone studiate. La più alta prevalenza nella zona ru- 
rale rispetto alla città, sembra essere dovuta essenzialmente agli alti tassi di 



I iioculazione entomologica (1 ) . 
I 'influenza della chemioprofilassi è evidente nel villaggio di Zaghtouli che,pur 
iivendo un TIE superiore a quello di Pabrè, con una copertura chemioprofilattica 
che raggiunge 1'81.5 %, presenta un IG ed un IP nettamente inferiore (P(C.001). 
Ira i 6 quartieri campione della città di Ouagadougou si sono messe in evidenza 
rone a bassa ed alta prevalenza della malaria. Queste differenze sono in stretta 
relazione con i differenti tassi di inoculazione entomologica rilevati negli 
!]tessi quartieri, livelli influenzati in maniera determinante dal numero, esten- 
tilone e persiatenza dei focolai larvali di A.gambiae s.1.(1). Infatti i più alti 
indici protozoologici (15.6-26.4 %) sono stati rilevati nei quartieri Kologh Na- 
ba, Tanghin, Nongremassm e St.Camille nei quali lo studio entomologico (1) ha 
messo in evidenza alti tassi di inoculazione entomologica (5-15 punture infettan- 
I l/uomo per il periodo marzo-novembre). Invece nei quartieri lottizzati del cen- 
tro città, St.Leon e Gounghin Nord, ove non sono state riscontrate positività 
per sporozoiti, sono stati rilevati gli indici plasmodici più bassi (3-9.5 %). 
l'analisi dei 3 sottocampioni di Kologh Naba, mette in evidenza il carattere fo- 
rale della trasmissione malarica a Ouagadougou, probabilmente dovuto alla scarsa 
dispersione di A.gambiae s.1. osservata nello stesso quartiere (4). Le variazio- 
ni degli indici parassitologici tra le 3 zone nel quartiere sembrano infatti do- 
vute all'allontanamento dai focolai larvali e quindi ai differenti gradi di es- 
posizione cui sono sottoposti i gruppi di bambini esaminati. Differenze su dis- 
tanze molto brevi sembrano peraltro una caratteristica dell'area urbana in quan- 
to analisi statistiche compiute in sottocampioni dei villaggi non hanno mostrato 
differenze significative. 
La stretta relazione tra gli indici entomologici di trasmissione e la prevalenza 
della malaria negli stessi quartieri e villaggi, è stata messa in evidenza da un 
coefficiente di correlazione significativo soprattutto nella classe di età 0-11 
mesi e cib conferma l'importanza dello studio della prevalenza della malaria in 
questa classe di età per valutare il rischio di infezione plasmodiale in una de- 
terminata zona. 
La situazione epidemiologica osservata non è risultata essere stata influenzata 
in maniera significativa dalla mobilità di una frazione della popolazione esami- 
nata. 
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IL  COMPLESSO ANOPHELES GAMBIAE NELLA CITTA' D I  OUAGADOUGOU E VILLAGGI LIMITROFI 

I s t i t u t o  d i  Parassitologia, Universi tà d i  Roma "La Sapienza" e Ministero degl i  
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Riassunto. - Vengono descr i t te  l a  distr ibuzione e i polimorf ismi da inversioni  
d i  An.arabiensis e Anopheles gambiae S.S. nel l a  c i t t à  d i  Ouagadougou (Burkina 
Faso) e i n  quattro v i l l a g g i  l i m i t r o f i .  

Summary. - The d i s t r i bu t i on  and inversion polymorphi sms o f  Anopheles arabiensi s 
and An.gambiae S.S. are descri bed i n  samples from Ouagadougou (Burkina Faso) 
and from four v i l l ages  i n  the neighbourhood o f  the town. 

Introduzione 

Nel1 'ambito del programma d i  l o t t a  contro l a  malaria n e l l a  c i t t à  d i  
Ouagadougou (Burkina Faso-ex A l to  Volta) sono s ta te e f fe t tua te  cat ture d i  a la te  
d i  Anopheles gambiae s.1. i n  d ivers i  qua r t i e r i  de l l a  c i t t à  e i n  quattro 
v i l l a g g i  d i s t a n t i  non p i o  d i  35 km da l l a  c i t t à  stessa. Parte d i  questo 
materiale (femmine semigravide) P stato u t i l i z z a t o  per osservazioni 
citotassonomiche oggetto d e l l a  presente nota. 

Come P noto l'esame dei cromosomi p o l i t e n i c i  de l l e  c e l l u l e  n u t r i c i  
ovariche d i  femnine semigravide permette l ' ident i f icaz ione precisa del l e  specie 
c r i p t i che  del complesso gambiae attraverso l 'osservazione d i  inversioni  
paracentriche specie-specif iche f i ssa te  a l  l o  s ta to  omozigote sui  cromosomi 
sessuali. G l i  s tessi  preparati  consentono l 'osservazione d i  pol imorf ismi 
cromosomici particolarmente comuni i n  queste specie (1  ) . 
Materiale e Metodi 

L ' a t t i v i t à  d i  campionamento P s ta ta  condotta prevalentemente durante l a  
stagione de l l e  piogge 1984. Le cat ture sono s ta te e f fe t tua te  a l l ' i n te rno  de l l e  
ab i taz ion i  mediante spruzzamento d i  p i r e t r o  ne l l e  prime ore del pomeriggio. Le 
zanzare sono s ta te f i s sa te  i n  loco i n  Carnoy etanolo-acetico e spedite a Roma 
dove sono s ta te esaminate citologicamente. I n  alcune stazioni  d i  cat tura ( i  
qua r t i e r i  d i  Kologh Naba, Tanghin, St.Camille. St.L&on e i v i l l a g g i  d i  Nioko I 1  
e Pabr€) e stata e f fe t tua ta  una sola cat tura nel mese d i  agosto mentre ne l l e  
a l  t r e  (quart iere Nongremassm e v i l l a g g i  Zagtouli e Koubri) sono s ta te p o s s i b i l i  
cat ture con un r i tmo mensile, fornwdo cosl  da t i  s u f f i c i e n t i  per un prel iminare 
studio longitudinale. 
Lavoro eseguito ncll'aibito del c o n t r a t t o  C.E.E. TSD.016. I (TT) .  



R i s u l t a t i  e Discussione 

Nel le l o c a l i t à  i n  esame sono s ta te  i d e n t i f j c a t e  due de l l e  sei  specie del 
complesso: An.arabiensis e An.gambiae S.S.. Nei campioni del mese d i  agosto, 
centro de l l a  stagione de l l e  piogge, l a  frequenza percentuale d i  gambiae S.S. 6 
o s c i l l a t a  i n  maniera non s ign i f i ca t i va  intorno a l  50% nei  v i l l a g g i  d i  Nioko I 1  
e Zagtouli, mentre è r i s u l t a t a  signif icativamente maggiore nei v i l l a g g i  ,d i  
Pabre (68%) e i n  pa r t i co la r  modo d i  Koubri (88%). Esaminando i n  de t tag l io  i 
cinque qua r t i e r i  d i  Ouagadougou (che considerati  i n  t o t o  hanno mostrato una 
par i  frequenza de l l e  due specie). s i  è potuta osservare una notevole 
v a r i a b i l i t à  del l e  frequenze r e l a t i v e  de l l e  due specie: nel  quart iere nord- 
occidentale d i  Kologh Naba l a  frequenza d i  gambiae S.S. era del 77% mentre a 
Tanghin, quart iere s i tua to  poco distante da Kologh Naba ma a l  d i  l à  del 
"barrage" e carat ter izzato da l l a  presenza d i  p iccole mandrie d i  bovini, l a  
frequenza d i  gambiae S.S. scende a l  57%. Anche g l i  a l t r i  t r e  qua r t i e r i  hanno 
mostrato f o r t i  osc i l l az ion i  del l e  frequenze r e l a t i v e  del l e  due specie: 27% d i  
gambiae s.s a St.Cami l le, 43% a Nongremassm e i n f i n e  63% a St.L@on-Samandin. Le 
dif ferenze fortementemente s i gn i f i ca t i ve  ne l l e  frequenze r e l a t i v e  del l e  due 
specie osservate t r a  v i l l a g g i  e t r a  qua r t i e r i  d e l l a  c i t t à  i n  campioni 
temporalmente omogenei non sono facilmente corre1 abi l i con ovvie di f ferenze 
ambientali; va comunque det to  che osc i l l az ion i  apparentemente stocastiche ne l l e  
prevalenze r e l a t i v e  d i  arabiensis e gambiae s.s sono s ta te osservate anche i n  
p roge t t i  d i  r i ce rca  i n  a l t r e  zone d e l l  'A f r i ca  occidentale (2). spesso i n  ambiti 
d i  tempo e d i  spazio anche minori d i  q u e l l i  da noi esaminati. 

Come s i  6 accennato, per alcune stazioni  d i  ca t tu ra  è s ta to  poss ib i le  
ef fet tuare raccol te  mensil i  con i seguenti r i s u l t a t i  : nel  v i l l agg io  d i  Zagtouli 
(a c i r ca  10 km da Ouagadougou) l a  frequenza r e l a t i v a  de l l e  due specie non s i  
discosta i n  cinque cat ture (da giugno a ot tobre) signif icativamente dal 50%; 
nel v i l l a g g i o  d i  Koubri (a c i r c a  35 km da Ouagadougou) s i  nota invece un 
mode1 l o  d i  d istr ibuzione alquanto di f ferente,  i n f a t t i  l a frequenza d i  
An.arabiensis e signif icativamente p i ù  elevata ( i n  media c i r ca  il 30%) nei  due 
campioni c a t t u r a t i  rispettivamente a l 1  ' i n i z i o  ( l u g l i o )  e a l l a  f i n e  (ot tobre) 
de l l a  stagione de l l e  piogge, mentre nei  mesi cen t ra l i  de l l a  stagione umida essa 
6 notevolmente i n f e r i o r e  ( i n  media c i r ca  il 10%). Nel la  cerchia de l l a  c i t t à ,  il 
quar t iere set tent r ionale d i  Nongremassm ha invece mostrato una prevalenza 
r e l a t i v a  de l l e  due specie molto v ic ina  a l l a  p a r i t à  per t u t t o  il periodo d i  
campionamento (apr i  le-ot tobre) , con deviazioni generalmente non s ign i f i ca t i ve .  

An.arabiensis è r i s u l t a t o  pol imorf ico per t r e  sistemi d i  inversione: 2Ra 
(con frequenze medie dell 'ordinamento a generalmente i n f e r i o r i  a l  3021, 2Rb 
(con frequenze d e l l  'ordinamento bc o s c i l l a n t i  in torno a l  25%) e i n f i n e  3Ra (con 
frequenze del l 'ordinamento a ampiamente o s c i l l a n t i  in torno a l  50%). 

Nel le  l o c a l i t à  i n  esame An.gambiae S.S. mostra un interessante fenomeno 
g ià  r i scon t ra to  nel l e  reg ion i  centro-settentr ional i  del confinante Mali  : l a  
coesistenza a l l ' i n t e r n o  de l l a  specie d i  diverse popolazioni quasi completamente 
i so la te  riproduttivamente, ciascuna del l e  qual i  carat ter izzata da d i f f e r e n t i  
polimorfismi per invers ion i  (3). I n  par t ico lare i n  Ouagadougou e d in to rn i  @ 
s ta to  poss ib i le  mettere i n  evidenza due d i  queste popolazioni o forme 
cromosomiche: Mopti e Savanna. La prima è carat ter izzata dagl i  ordinamenti 2Rbc 
e 2Ru e l a  seconda dal1 'ordinamento 2Rb; sono i n o l t r e  presenti c a r i o t i p i  
denominati provvisoriamente " i b r i d i  " i n  quanto non a t t r i  bui b i  li ad alcuna de l l e  



predet te  forme essendo il probab i le  r i s u l t a t o  d i  i n c r o c i  t r a  d i  esse o d i  
i n c r o c i  d i  una d e l l e  due forme con i n d i v i d u i  i b r i d i  p o r t a t o r i  d i  r icombinazioni  
t r a  g l i  ordinamenti c a r a t t e r i s t i c i  d i  ciascuna forma. La d i s t r i b u z i o n e  d i  t a l i  
forme cromosomiche n e l l a  c i t t à  d i  Ouagadougou e ne i  v i l l a g g i  d i  Pabré, Nioko I 1  
e Koubri 6 essenzialmente s imi le :  o l t r e  1'85% (747/848) d i  gambiae S.S. 6 
c o s t i t u i t o  d a l l a  forma Mopti, c i r c a  il 10% 6 c l a s s i f i c a b i l e  come forma Savanna 
mentre l a  pa r te  rimanente è c o s t i t u i t a  da " i b r i d i " .  Unica eccezione a questo 
modello generale 6 il v i l l a g g i o  d i  Zagtoul i ,  ne l  quale il campione d i  femnine 
d i  gambiae S.S. è c o s t i t u i t o  per i 1  75% (111/147) d a l l a  forma Mopti, mentre 
c i r c a  il 20% 6 a t t r i b u i b i l e  a l l a  forma Savanna. Va nota to  che Zagtou l i  6 
l 'un ica  t r a  l e  s taz ion i  d i  c a t t u r a  prese i n  esame p r i v a  d i  r i s a i e  n e l l e  
immediate vicinanze; questo ben s i  accorda con l a  re laz ione g i à  mostrata i n  
Mal i  t r a  prevalenza d e l l a  forma Mopti e presenza d i  r i s a i e  o comunque r a c c o l t e  
d i  acqua permanente. La d i s t r i buz ione  d e l l e  due forme d i  gambiae S.S. ne i  
q u a r t i e r i  d i  Ouagadougou presenta qualche punto d i  r imarchevole in teresse:  s i  6 
i n f a t t i  no ta ta  una notevole prevalenza d e l l a  forma Mopti ne i  q u a r t i e r i  d i  
Kologh Naba, Tanghin e Nongremassm, i p i ù  v i c i n i  a l l a  zona dei  "barrages" e 
qu ind i  i p i ù  d ipendent i  da i  f o c o l a i  d i  acqua permanente a i  q u a l i  sembra 
par t ico larmente l ega ta  l a  forma Mopti, mentre nel  qua r t i e re  d i  St.L&on, s i t u a t o  
a l  cent ro  d e l l a  c i t t à  e d i s t a n t e  c i r c a  3 km, l a  forma cromosomica Savanna 
preva le  nettamente ( c i r c a  68%) s u l l a  forma Mopti ( c i r c a  30%). Una p o s s i b i l e  
spiegazione d i  questa d i f fe renza,  fortemente s i g n i f i c a t i v a ,  potrebbe r i s i e d e r e  
p r o p r i o  n e l l a  d is tanza d i  St.Léon dai  "barrages" e quindi  dai  f o c o l a i  l a r v a l i  
con acqua permanente e d a l l a  dipendenza del  qua r t i e re  stesso da f o c o l a i  l a r v a l i  
d i  t i p o  temporaneo, t ipicamente fo rmat i  dal76 piogge. A questo t i p o  d i  
s i tuaz ione sembrerebbe par t ico larmente legata  l a  forma Savanna (3).  Va i n o l t r e  
considerato che, come il l u s t r a t o  a l t r o v e  i n  questo volume (41, l a  d ispers ione 
d i  gambiae s.1. i n  questa s i tuaz ione urbana, 6 estremamente r i d o t t a ,  per c u i  l e  
femnine appartenenti  a l  l a  forma Mopti , prodot te  essenzialmente da i  f o c o l a i  
l a r v a l i  permanenti c i r c o s t a n t i  l e  zone dei  "barrages", gravi terebbero i n  
maggior pa r te  n e l l e  vicinanze, mentre a l  cent ro  d e l l a  c i t t à .  dove l a  
d i s p o n i b i l i t à  d i  f o c o l a i  P quasi eslusivamente dipendente d a l l e  piogge, 
prevale l a  forma Savanna che, come s i  6 detto, appare p i ù  l ega ta  a queste 
condiz ioni .  
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Riassunto - Vengono esposti i risultati preliminari di uno studio sulla diaper- 
sione del vettore Anopheles gambiae s.1. in zona urbana. 

Cummary (Malaria contro1 programme in Ouagadougou (Burkina Faeo) - Dispersion of 
Anopheles gambiae s.1. in urban area). - Preliminar results of a study on the 
disperaion of A.gambiae s.1. vector are reported with some consideration on 
their epidemiological importance. 

Introduzione 

La dispersione di Anopheles gambiae è uno degli aspetti più importanti 
dell'epidemiologia della malaria nelle zone urbane delloAfrica tropicale. Fino 
ad oggi gli studi a questo proposito si riferivano essenzialmente alla disper- 
sione di questo vettore nelle zone rurali delle savane e hanno evidenziato delle 
distanze medie di 3 Km, che possono raggiungere un massimo di 6.8 Km con vento 
favorevole (1 ) (2) (3). Uno studio (4) ha tuttavia dimostrato, una dispersione as- 
sai minore (1-14 Km) di A. ambiae s.1. in zona urbana. 

Le indagini entomologiche -e-TS-- 5 e protozoologiche (6) condotte per definire 
un progremma-di lotta contro la malaria a Ouagadougou, hanno evidenziato ampie 
variazioni nei tessi di inoculazione entomologica e negli indici plasmodici an- 
che in quartieri assai vicini. Una tale focaliti di trasmissione sembrerebbe es- 
senzialmente dovuta ad una assai debole mobiliti del vettore A.gambiae s.1. in 
zona urbana. 

Al fine di contribuire ad una migliore conoscenza di questi fenomeni è sta- 
to condotto uno studio specifico sulla dispersione di A.gambiae s.1. in zona ur- 
bana scegliendo come area di indagine un quartiere della citth di Ouagadougou. 

Materiali e Metodi 

Quale zona di studio è stato scelto il quartiere di Kologh Naba; quartiere 
lottizzato, presenta dei focolai larvali di Anopheles gambiae s.1. relativamente 
localizzati anche in stagione delle piogge. Il quartiere, di circa 500 m2, è 
attraversato da strade perpendicolari in terra battuta che delimitano dei lotti 
di 100 metri di lato comprendenti 16 concessioni nelle quali è edificato un nu- 
mero variabile di case in argilla ed argilla-cemento. I focolai larvali, costi- 
tuiti da pozze di acqua stagnante, torbida, insoleggiata e senza vegetazione, 
sono situati quasi esclusivamente sul bordo del barrage no 2 che delimitala par- 
te Nord del quartiere. L'insufficiente riempimento del bacino idrico, a causa 
delle scarse precipitazioni, Ilassenze di manutenzione dei margini e la natura 



del suolo, sono all'origine della formazione dei focolai larvali. 
Nel quartiere sono stati stabiliti 81 punti di cattura, 3 per lotto, costituiti 
da una casa in 'lbanco" di dimensioni standard (2.5 x 3 x 3 m) con un tetto in 
lamiera ondulata, una sola porta e finestra. Alcuni lotti sono stati esclusi da 
questo studio in quanto mancavano di case con caratteristiche standard. In tota- 
le sono stati dunque presi in considerazione 27 lotti disposti su 7 file paral- 
lele situate a distanze crescenti dal margine del "barrage" (tra 100 e 1050 m). 
Era i 600 ed i 900 metri dai focolai larvali è presente una zona priva di abita- 
zioni e pertanto esclusa dallo studio. Nelle abitazioni scelte dormivano una me- 
dia di 3 persone per notte. Le catture sono state effettuate dal 27 al 30 agosto 
1984, tra le ore 8 e 10 con la tecnica delle catture al piretro. Nei giornidelle 
catture non si sono avute piogge né forti venti. 

Risultati 

Le zanzare raccolte secondo il metodo sopra descritto sono state identifica- 
te e contate in laboratorio. 
Su un totale di 4.145 zanzare, sono state identificate 892 femmine e 354 maschi 
di Anopheles gambiae s.l., 1 1 s  di A.funestus Giles, 15 PP di A.pharoensis Theo. 
1.709 PP e 1.164 66 di Culex quinquefasciatus Say. 
Per oani lotto. corris~ondente a tre ounti di cattura, è stata calcolata la me- 
dia déi valori'della densità per camera di femmine di.A.gambiae s.1. e di-Cul& 
uinquefasciatus ed il valore medio per fila di lotti. L'esame comparativo di 
iuesti valori da un X2 altamente significativo per A.gambiae con una probabilità 
inferiore all'uno per mille mentre le variazioni sono al limite della significa- 
tività per C.quinquefasciatus ( .O5)P).Ol). I valori medi della densità per came- 
ra e pek lotto delle femnine di A.gambir sono stati correlati con le rispettive 
distanze dai focolai larvali. La dlstri uzione che ne risulta mostra che la den- 
sità per camera decresce in funzione dell'allontanamento dai focolai larvali, ad 
eccezione di un lieve rialzo nella zona situata più all'interno (900-1050 m). 
A soli 300 metri dai focolai larvali si osserva una diminuzione del 50 5 della 
densità per camera (11 PP/camera) rispetto alla densità massima rilevata nella 
fila di case situate a 200 metri dai focolai (28 %+/camera). Si osserva anche che 
a soli 545 metri la riduzione è de11188 5 (3 */camera). 
La densità media per camera di femmine di Culex quinquefasciatus non risulta in- 
vece correlata significativamente all'allontanamento dai margini del "barrage" e 
mostra un andamento irregolare probabilmente influenzato dai focolai larvali(ac- 
que luride) sparsi in tutto il quartiere. 
Per quanto concerne le due altre specie di Anopheles raccolte, A.funestus ed 
A. haroensis, la densità per camera è risultata molto bassa (massimo 4 %+/carne- 

e la loro presenza limitata alla prima fila di case vicine al "barrage". + 
Discussione 

I dati raccolti nel presente studio vanno integrati con quelli della in- 
chiesta entomologica e protozoologica condotte nel quadro del Programma di lotta 
contro la malaria nella città di Ouagadougou (5)(6). Nella zona che si estende 
dai margini del "barrage" fino a 350 metri, i valori di densità per camera di 
femmine di A.gambiae s.1. risultano compresi tra 11 e 25 e corrispondono a tassi 
di inoculazione entomologici (TIE) varianti tra 0.06 e 0.14, cioè da 1 a 4 puntu- 
re infettanti per uomo e per mese (PIUM). Nella zona che si estende tra i 400 ed 
i 600 m, a valori di densità per camera compresi tra 3 e 7 corrisponde un TIE 
compreso tra 0.002 e 0.14, cioè da 0.5 a 1 PIUM. 
Le differenze tra gli indici entomologici delle due zone sono state confermate 
dai risultati dell'inchiesta protozoologica condotta all'inizio del mese di set- 
tembre dello stesso anno, nelle due stesse zone, (6) su 228 bambini di età com- 



presa tra O e 5 anni. I risultati mostrano che nei 99 bambini abitanti la zona 
d~!i primi 350 metri, l'indice plasmodico totale (IP tot.) è del 33.3 %, l'indice 
ipmetocitario (IG) dell'8 % e l'indice di densità parassitaria (IDP) per Plasmo- 
ilium falciparum del 12.3 %. Invece nei 129 bambini residenti nella zona che si 
(%!;tende tra 400 e 600 rnj llIP tot. è de11'8.5 %, 1'IG de11'1.5 ?i e 1'IDP per 
I'.falciparum del 5.8 %. Le differenze osservate tra i due gruppi risultano tutte 
!iignificative con una probabilità inferiore all'uno per mille. 
A 500 metri dai focolai larvali di Anopheles gambiae s.1. si osserva dunque una 
diminuzione notevole di tutti gli indici malariometrici rispetto a quelli osser- 
vati nella popolazione che risiede in prossimità di questi focolai. 
I risultati dello studio mostrano, in zona urbana, una dispersione relativamen- 
l e  debole del vettore A.gambiae s.1. probabilmente dovuta ad una elevatafrequen- 
ra e relativamente uniforme distribuzione spaziale degli ospiti. 
4ueste osservazioni aprono prospettive interessanti per il controllo della mala- 
ria in zona urbana. In particolare appare molto promettente l'utilizzazione di 
insetticidi ad azione residua nelle case prossime ai focolai larvali, sia per 
proteggere la popolazione a più alto rischio,sia per limitare la dispersione del 
vettore. 
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RIASSUNTO I saggi biologici effettuati su Anopheles yambiae s.1. nell'area urba 
na di Ouagadougou hanno messo in evidenza una sensibilita al fenitrothion, 
malathion, fenthion, temephos, chlorpyriphos e propoxur, ed una diminuita 
censibilita al DDT. Nella zona rurale (Koubri) è Dresente una resistenza al DDT - - - - -  

e dieldrin. Bacillus thuringiensis H-14 e - B. sphaericus hanno dimostrato una 
elevata attività biologica in laboratorio. 

SUMMARY Anopheles yambiae s.1. in urban areas of Ouagadougou, Burkina Faso, 
shows susceptibility to fenitrothion, malathion, fenthion, temephos, chlor- 
pyriphos. propoxur, whereas 2 hours exposure to 4% DDT is required to have 100% 
mortality. DDT and dieldrin resistant populations from rural areas (village of 
~oubri) are present. Bacillus thuringiensis H-14 and - B. sphaericus appear to 
have good larva1 contro1 potential. 

Introduzione 

In Burkina Faso, ex Alto Volta, Anopheles yambiae s.1. 6 il principale 
vettore di malaria in tutto il paese, e costituisce il solo vettore accertato 
nella zona urbana di Ouagadougou (1) . Le operazioni di lotta antivettoriale 
sono state effettuate in passato particolarmente nella zona di Bobo Dioulasso 
nel decennio 1955-1965. I primi dati sui livelli di sensibilita agli insetticidi 
in An. - yambiae sono quelli pubblicati da Hamon 5. G. nel 1957; successivamente 
i dati sulla sensibilita agli insetticidi tradizionali sono stati raccolti da 
Ricosse et al.(Z). La resistenza al dieldrin nel villaggio di Pala,e al DDT in -- 
Bobo Dioulasso, è stata riportata da Hamon et. - al.nel 1968(3) e rilevata fin dai 
primi anni di lotta antimalarica. Tra le cause principali dell'insorgenza della 
resistenza è stata menzionata la pressione selettiva esercitata dagli inset- 
ticidi clororganici impiegati in agricoltura ( Ricosse et. al., 1969). 

Nell'ambito della prima fase del progetto di lotta antimalarica nella citta 
di Ouagadougou sono stati effettuati saggi di sensibilità di An. gambiae s.1. 
aali insetticidi comunemente imuieaati. ed è stata valutata l'efficacia in - - - ~ 

laboratorio di alcune formulazioni a base di Bacillus thuringiensis H-14 e B. - 
sphaericus, ceppi 1593 e 2362. 

Materiale e metodi 

I tests di sensibilita sono stati effettuati seguendo le metodiche stan- 
dard raccomandate dalllOMS (4.5). Le prove con le alate sono state condotte 
impiegando femmine ingorgate di 5 yambiae s.1. raccolte in differenti oc- 
casioni in abitazioni della zona urbana di Ouagadougou ed in un villaggio 



(Koubri) situato a 27 Km dalla capitale.Gmppi di 20 zanzare sono stati esposti 
per 1 ora a carte impregnate con DDT 4%. dieldrin O ,Q%, fenitrothion l%, mala- 
thion 5%, propoxur 0,1%. L'esposizione all'insetticida è stata protratta per 2 
ore quando vi 6 stata soprawivenza con 1 ora di contatto. 

Le prove di sensibilita sulle larve sono state eseguite su gmppi di 20 
larve al 3' stadio-inizio del 4*,esposte per 24 ore a varie concentrazioni di 
una soluzione alcolica di chlorpyrifos, fenitrothion, fenthion, malathion, 
temephos-Le prove sono state effettuate in bicchieri di carta del diametro di 8 
cm contenenti 250 m1 di acqua esente da tracce di cloro.Sono state calcolate le 
percentuali di mortalità osservate dopo 24 ore o 48 ore a differenti concen- 
trazioni e successivamente corrette con la formula di Abbott; i valori di L C ~ ~  
e LCgO sono stati ottenuti con l'analisi dei probit (6)utilizzando un progranmia 
su computer Tektronix Mod. 4051. Sono stati calcolati anche i limiti fiduciali 
delle concentrazioni letali ed i valori dello slope. 

Per la valutazione dell1attivit8 larvicida dei bioinsetticidi thu- 
ringiensis H-14 e sphaericus e stato seguito il metodo riportato da Majori & 
Ali (7). Sono state preparate sospensioni allll% (peso / volume) dei formulati, 
agitando per pochi minuti; l'agitazione è stata mantenuta per le diluizioni 
successive necessarie per le prove. Per ogni concentrazione sono state effet- 
tuate 3 repliche e tutte le prove sono state ripetute in diverse occasioni non 
meno di 4 volte. 

I saggi sulle zanzare adulte e sulle larve sono stati effettuati in Genna- 
io-Febbraio , durante la stagione secca (23-25*C ; 20-25s di U.R.) e in Ago- 
sto-Settembre, durante la stagione delle piogge (24-28°C ; 70-74 % di U.R.) 

Non 8 stata osservata una variabilità significativa tra i risultati delle 
prove effettuate in stagione secca e stagione delle piogge 

Risultati e discussione 

I risultati dei saggi biologici effettuati con dosi diagnostiche indicano 
livelli normali di sensibilità al fenitrothion, malathion e propoxur, mentre per 
il DDT si evidenzia un moderato livello di resistenza nel caso delle popolazioni 
di A. pnbiae raccolte nell'area urbana di Ouagado\igou (Tabella 1) ed una 
marcata resistenza al DDT e dieldrin, in misura nettamente maggiore per questo 
ultimo, nelle alate provenienti dal villaggio di Koubri (Tabella 2). 

Tabella 1 - Sensibilità a vari insetticidi di adulti(a'di 
Anopheles pmbiae s.1. raccolti nell'area 
urbana di Ouagadougou, Burkina Faso 

Insetticida Conc. ( % l  Tempo di Mortalità (a) (b) 
Esposizione (h) 

FENITROTHION 1 1 100 
MALATHION 5 1 100 
PROWXUR 0.1 1 100 
DDT 4 1 88.5 
DDT 4 2 100 

(a) fenunine ingorgate o gravide ; (b) mortalita corretta con 
la formula di Abbott . 

I valori di LC 
50 

e LCgO per gli insetticidi fosforganici (Tabella 3) 
rientrano nell'ambito della sensibilità normale e in accordo con l'attività 
biologica esplicata dai sirigoli principi attivi. 



talwlla 2 - Sensibilita agli insetticidi clororganici di adulti(a) di 
Anopheles gambiae s.1. raccolti nel villaggio di Koubri, 
Ouagadougou, Burkina Faso. 

Innetticida Concentr. (%) Tempo di Mortalità ( 8 )  (b) 

esposizione (h) 

nm 4 
DDT 4 
DIELDRIN 0,4 
DIELDRIN 0.4 

1 f e d n e  ingorgate o gravide; (b) mortalità corretta con la formula 
di Abbott. 

'Tabella 3 - SensibilitB agli insetticidi fosforganici di larve di 3O- 4Ostadio 
di Anopheles yambiae s.1. raccolti nell'area urbana di Ouagadougou, 
Burkina Faso. 

Concentrazione letale (mg/l) a 24 ore 

Insetficida %o Limiti fid. 95% 
LC90 Limiti fid. 95% Slope 

Le formulazioni di batteri sporigeni hanno dimostrato una elevata attività 
biologica nei confronti di A. gambiae s.1.. secondo le caratteristiche dei pro 
dotti (Tabella 4 , 5). In base ai risultati delle prove eseguite € possibile 
prevedere una efficace utilizzazione di cpesti bioinsetticidi per il controllo 
delle popolazioni vettrici nell'area di Ouagadougou. 

Tabella 4 - Attività biologica di Bacillus thuringiensis H-14 su larve di 
3O- 4Ostadio di Anopheles pambiae s.1. dell'area urbana e 
periferica di Ouagadougou, Burkina Faso. 

Concentrazione letale (mq / 1) a 24 ore 

FORMULAZIONE LC50 Limiti fid. 95% 
LC90 

Limiti fid. 95% Slope 

BACTIMOS, WP 0,0809 0,0698 - 0,0937 0,2312 0,1802 - 0,2973 2,27 
TEKNAR, FC 0,6618 0,4452 - 0,9837 1,7426 1,7374 - 2,0145 2,09 
VECMBAC, WP 0,1099 0,0959 - 0,1260 0,3753 0,2961 - 0,4757 2,59 



Tabella 5 - Attività biologica di Bacillus sphaericus su larve di 3O- 4- 
stadio di Anopheles gambiae s.1. dell'area urbana e periferica 
di Ouagadougou, Burkina Faso. 

Concentrazione letale (mq / 1) a 48 ore 

CEPPO Limiti £id. 95% LCgO Limiti fid. 95% Slope 

-- 

1593 0,4312 0,3421 - 0,5420 1,0650 0,7312 - 1,5542 1.97 
2362 O ,2187 0,1370 - 0,3483 1,2983 0,9531 - 1,7245 4.03 

I dati ottenuti con questa indagine preliminare forniscono le necessarie 
informazioni sui livelli di sensibilità o resistenza agli insetticidi tradizio 
nali e sulla efficacia in laboratorio di alcune fomlazioni a base di batteri 
sporigeni, in modo da poter idoneamente progranmare operazioni di lotta anti 
anofelica. 
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VALORE DIAGNOSTICO DEL NUMERO DEI RAMI DELLE SETOLE ANTEPALMATE PER 
L'IDENTIFICAZIONE DELLE SPECIE ITALIANE DEL COMPLESSO ANOPHELES MACULIPENNIS 

D. Bocco l in i  (a), A. Sabat in i  (a) e M. Coluzzi (b )  

( a )  Laborator io d i  Parassi to logia,  I s t i t u t o  Superiore d i  Sanita' ,  Roma 
( b )  I s t i t u t o  d i  Parass i to log i  a, Un ive rs i ta '  "La Sapienza", Roma 

Summary (Diagnost ic  value o f  t he  number o f  branches o f  antepalmate h a i r s  f o r  t he  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  t he  I t a l i a n  species o f  t h e  Anopheles maculipennis complex). 
- The la rva1 morphological character  o f  t h e  number o f  branches o f  antepalmate 
ha i r s  has been riexamined i n  order  t o  ob ta in  a b e t t e r  eva luat ion  o f  i t s  
d iagnost ic  value f o r  t he  I t a l i a n  species * o f  t he  maculipennis complex. 
S t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f fe rences were confirmed between a l 1  species. 
However, on l y  f o r  a few comparisons, t h e  character  i s  completely d i sc r im inan t  
and usefu l  i n  f i e l d  research. 

Int roduzione 

O l t r e  a l  l a  specie nominale Anophelei macul ipennis, sono present i  i n  I t a l i a  
a l  t r e  cinque specie appartenenti  a l  l 'omonimo complesso: An. me1 anoon, 
An. messeae, An. atroparvus, An. labranchiae e An. sacharovi . Dopo i pr im i  
l a v o r i  d i  F a l l e r o n i  ( 1  ) che portarono a l l a  scoperta d i  questo gruppo d i  specie 
c r i p t i c h e ,  il problema d e l l a  l o r o  i d e n t i f i c a z i o n e  e '  s t a t o  a f f r o n t a t o  da d i v e r s i  
a u t o r i  u t i l i z z a n d o  c r i t e r i  mor fo log i c i  e genet ic i .  L'esame e l e t t r o f o r e t i c o  d i  
s is temi gene-enzima d iagnos t j c i  e '  attualmente il solo c r i t e r i o  che consenta l a  
c o r r e t t a  c l a s s i f i c a z i o n e  d i  t u t t e  l e  specie a l l o  s tad io  l a r v a l e  e d i  a l a t a  ( 2 ) .  
Questo metodo ha anche permesso d i  c a r a t t e r i z z a r e  popolazioni de l  l a  Va1 l e  Padana 
r i f e r i b i  1 i morfologicamente ad An. subalpinus (taxon considerato sinonimo d i  
An. melanoon) e appartenenti  probabilmente ad una set t ima e n t i t a '  del  complesso 
maculipennis i n  I t a l i a  ( 3 ) .  L'esame e l e t t r o f o r e t i c o  del  ma te r ia le  non e '  
t u t t a v i a  sempre fac i lmente u t i l i z z a b i l e  i n  quanto comporta c o s t i  no tevo l i  e i l 
traspor to  del  ma te r ia le  v i v o  o congelato i n  labora tor io .  Alcuni  c r i t e r i  
mor fo log i c i  q u a l i  ad esempio i c a r a t t e r i  de l1  'uovo messi i n  evidenza da 
F a l l e r o n i  (1) possono quindi  ancora c o s t i t u i r e  un supporto notevole per i ndag in i  
d i  campo s i a  pure con l e  ben note l i m i t a z i o n i  dovute a l l a  d i f f i c o l t a '  d i  
o t tenere  ovodeposizioni da a l a t e  c a t t u r a t e  i n  a t t i v i t a '  d i  puntura. I n  questo 
contesto abbiamo r i t e n u t o  u t i l e  r iesaminare c r i t i camente  il solo  c a r a t t e r e  
morfo logico l arva le  considerato d i  in te resse d iagnost ico per  i l complesso e 
c i o e '  il numero dei  rami d e l l e  se to le  antepalmate del  I V  e V t e r g i t e  addominale 
(3-5). L ' o b i e t t i v o  e '  s t a t o  q u e l l o  d i  d e f i n i r e  megl io i l i m i t i  en t ro  i q u a l i  
questo c a r a t t e r e  puo' essere u t i l i z z a b i l e  i n  i ndag in i  d i  campo i n  I t a l i a .  



Mater ia l i  e metodi 

Sono s ta te esaminate 1 .O49 larve appartenenti a 23 campioni i d e n t i f i c a t i  
precedentemente con l'esame de l l e  uova o dei sistemi gene-enzima. Le larve a l  I V  
s tadio sono s ta te f issate i n  formalina a l  4%, ch ia r i f i ca te  i n  c lo ra l la t to feno lo  
e montate i n  l i qu ido  d i  Faure o i n  fenolo-balsamo. 

Tabella 1. - Numero e distr ibuzione dei rami d e l l e  setole antepalmate del I V  e V 
segmento addominale d i  larve d i  I V  stadio d i  diverse specie del complesso 
An. macul ipennis. 

---------------------------------------------------------------------*---------- 

SPECIE LOCALITA ' N ESTREMI MEDIA DS ES ................................................................................ 
labranchiae Pol icoro (MT) 36 6-12 

Buonamico (RC) 47 4-18 
Bernalda (MT) 44 5-1 3 

TOTALE 127 4-18 

atroparvus Fol lonica (GR) 30 9-17 
Ravenna (RA) 13 10-13 
C o l l i  a Volturno (1s) 16 10-18 
Vallo de l l a  Lucania (SA) 11 11-18 

TOTALE 70 9-18 

maculipennis Buonamico (RC) 59 9-19 13.49 1.87 0.24 
R i e t i  (RI) 81 9-22 14.18 2.17 0.24 
Vica lv i  (FR) 49 11-19 14.29 2.00 0.29 
Orte (VT) 13 11-20 14.38 2.40 0.66 
Opi (AQ) 106 11-22 14.74 2.33 0.23 
S.Oliva (FR) 33 11-23 16,64 3.04 0.53 

TOTALE 341 9-23 14.50 2,39 0,13 

messeae Sart irana e Torre Bere t t i  (PV) 117 9-23 15.25 3,26 0.30 
R i e t i  (RI) 79 12-28 15.90 2,76 0.31 

TOTALE 196 9-28 15.51 3,07 0,22 

me1 anoon Roma (RM) 
Massarosa (LUI 
Sa r t i  rana (PV) (subalpinus) 47 18-34 24;60 3;26 0;48 
Vica lv i  (FR) 92 20-31 25.02 2.79 0.29 

TOTALE 233 16-34 23,42 3147 0,23 

sacharovi Taranto (TA) 48 29-50 38,08 4,66 0,67 
Vieste (FG) 34 33-49 41,73 3,92 0,67 

TOTALE 82 29-50 39.60 4,70 0.52 ................................................................................ 



I l s u l  t a t i  e discussione 

Differenze s i g n i f i c a t i v e  ( t  d i  Student) r i su l tano  t r a  l e  medie d i  t u t t e  l e  
~ p e c i e  che variano da 9.6 per An. labranchiae a 39.6 per An. sacharovi (Tabella 
I). Al l1 in te rno  de l l e  singole specie di f ferenze s ign i f i ca t i ve  ( t  d i  Student) 
r lsu l tano t r a  l e  popolazioni d i  macul ipennis, melanoon e sacharovi . Tal i 
dlfferenze sono a t t r i b u i b i l i  a di f ferenze genetiche dovute a fenomeni d i  der iva 
o a di f ferenze fenot ip iche dovute a l1  ' e f f e t t o  d i  d ivers i  ambienti l a r v a l i  o d i  
dlverse condizioni d i  a l  levamento. I 1  campione d i  melanoon d i  Sart irana (Pavi a), 
r let t roforet icamente d i f fe renz iab i le  e r i f e r i b i l e  presumibilmente ad 
An. subalpinus (2). r i s u l t a  intermedio r i s p e t t o  a i  campioni d i  Massarosa e 
Vfcalvi sicuramente r i f e r i b i l i  a melanoon. 

I 1  carat tere e '  completamente discriminante solo t r a  An. sacharovi e le, 
a l  t r e  specie, ad eccezione d i  melanoon. Anche considerando l ' i n t e r v a l l o  d e f i n i t o  
da 1 deviazione standard in torno a l l a  media, l a  sovrapposizione coinvolge t u t t e  
l e  specie del gruppo ad eccezione d i  labranchiae/melanoon e atroparvus/melanoon. 

I d a t i  concordano ampiamente con q u e l l i  es is ten t i  i n  le t teratura,  solo per 
An. atroparvus, An. messeae e An. sacharovi sono s t a t i  t r o v a t i  va lo r i  medi p iu '  
a l t i .  Soprattutto nel caso d i  An. sacharovi, che presenta setole con un numero 
particolarmente elevato d i  rami con conseguente maggiore p o s s i b i l i t a '  d i  er rore 
nel conteggio, l a  di f ferenza puo' essere a t t r i b u i t a  ad un esame p iu '  accurato 
del l e  setole. 
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RUOLO DELLA COMPETIZIONE NELLA DISTRIBUZIONE DI  VETTORI D I  MALARIA I N  ITALIA 

M. Coluzzi  (a) e A. Sabat in i  (b )  

(a )  I s t i t u t o  d i  Parassi to logia,  U n i v e r s i t a '  "La Sapienza", Roma 
(b)  Labora tor io  d i  Parassi to logia,  I s t i t u t o  Superiore d i  Sanita ' ,  Roma 

Sumnary ( E f f e c t  o f  compet i t ion i n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  ma lar ia  vec tors  i n  
I t a l y )  . - Unespected pa t te rns  of d i  s t r i b u t i o n  o f  Anopeheles 1 abranchi ae and 
Anopheles sacharovi and some v a r i a t i o n s  i n  t h e i r  range i n  I t a l y  observed i n  
recent  years suggest t h e  e f f e c t  o f  compet i t i ve  phenomena w i t h  o ther  species o f  
t h e  macul ipennis complex. 

I 1  r u o l o  de i  fenomeni d i  competizione i n t e r s p e c i f i c a  n e l l a  d i s t r i b u z i o n e  
d e l  l e  zanzare e '  s t a t o  i p o t i z z a t o  r ipetutamente. I n  t e o r i a  l ' in f l uenza  d i  
questo f a t t o r e  e '  da prendere i n  a t t e n t a  considerazione s o p r a t t u t t o  per  specie 
t r a  c u i  es is tono s t r e t t e  r e l a z i o n i  f i l o g e n e t i c h e  come e '  il caso dei  membri del  
complesso Anopheles maculipennis. Alcune osservazioni s u g l i  a r e a l i  de i  due 
p r i n c i p a l i  v e t t o r i  d i  ma lar ia  compresi ne l  complesso, An. labranchiae e - 
An. sacharovi , e sul  l e  v a r i a z i o n i  i n te rvenu te  ne l  l a  l o r o  d i s t r i b u z i o n e  i n  - 
I t a l i a  n e g l i  u l t i m i  anni, fanno supporre l ' i n f l u e n z a  d i  fenomeni d i  
competizione. 

An. labranchiae e An. sacharovi sono g l i  elementi p i u '  mer id iona l i  de l  - - 
complesso maculipennis. La l o r o  speciazione appare legata  ad i s o l a t i  f o r m a t i s i  
durante l ' u l t i m a  g lac iaz ione i n  nord A f r i c a  ( labranchiae)  e ne l  l 'As ia  
mediterranea (sacharovi ). G l i  area1 i p r i m i t i v i  d i  queste due specie te rmof i  l e  
s i  sono es tes i  verso nord probabilmente i n  tempi s t o r i c i ,  entrando i n  con ta t to  
con q u e l l i  d i  elementi  p i u '  s e t t e n t r i o n a l i  de l  complesso q u a l i  
An. maculipennis, An. atroparvus e An. melanoon (1 1. Le n i c c h i e  ecologiche d i  - - - 
queste specie s i  sovrappongono largamente e l e  d i f fe renze che cara t te r izzano 
An. labranchiae e An. sacharovi sembrano sostanzialmente legate  a l l a  l o r o  p i u '  - - 
spiccata  t e r m o f i l i a  che determina, ne l  caso del  l 'a la ta ,  una p i u '  s t r e t t a  
associazione con l 'ambiente domestico termicamente p r o t e t t o  e un conseguente 
importante r u o l o  v e t t o r e  per  l a  malar ia.  I 1  d iverso  termopreferendum e '  
ev idenz iab i l e  anche a l  l o  s tad io  l a r v a l e  (presumibilmente c o i n v o l t o  i n  maniera 
p i u '  d i r e t t a  n e g l i  i p o t i z z a t i  fenomeni d i  competizione), ma r e c e n t i  i ndag in i  
s v o l t e  i n  Ca labr ia  hanno permesso d i  documentare r ipetutamente l a  coesistenza 
d i  l a r v e  d i  - An. maculipennis e An. labranchiae a pochi cen t ime t r i  d i  distanza, 
n e l l a  stessa r a c c o l t a  d'acqua, e probabilmente compet i t i ve  r i s p e t t o  a l l a  stessa 
n i c c h i  a ( 2 ) .  La sovrapposizione de l  l a n i c c h i a  ecologica sembra par t i co la rmente  
ampia t r a  - An. labranchiae'  e il suo p i u d  s t r e t t o  v i c a r i a n t e  s e t t e n t r i o n a l e  



An. atroparvus. L'assenza d i  s i t u a z i o n i  d i  r e a l e  s i m p a t r i a  t r a  queste due - 
specie e l a  l o r o  d i s t r i b u z i o n e  pa rapa t r i ca  i n  I t a l i a ,  suggeriscono chiaramente 
una i p o t e s i  d i  esclusione compet i t iva.  D ' a l t r a  p a r t e  l a  d i s t r i b u z i o n e  c o s t i e r a  
i n  I t a l i a  peninsulare d i  - An. labranchiae s i  spiega d i f f i c i l m e n t e  s u l l a  base d e i  
s o l i  f a t t o r i  c l i m a t i c i ,  considerando che l a  s tessa spec ie  most ra  d i  p o t e r  
co lon izzare  ampiamente zone i n t e r n e  i n  S i c i l i a  ed i n  Sardegna ( f i g .  1 ) .  Anche 
i n  questo caso l ' i p o t e s i  che emerge e '  q u e l l a  d i  una compet iz ione con a l t r i  
membri d e l  complesso maculipennis, i n  p a r t i c o l a r e  - An. atroparvus,  p r e s e n t i  i n  
I t a l i a  peninsulare ma non n e l l e  i s o l e .  A l l o  s tesso modo l a  d i s t r i b u z i o n e  
st ret tamente c o s t i e r a  d i  An. sacharovi e il suo adattamento a l l e  acque 
salrnastre, sono probabilmente de terminat i  d a l  l a compet iz ione che questa specie 
t r o v a  n e l l e  acque d o l c i  in te rne .  La stessa spec ie  i n f a t t i  s i  r i v e l a  quale 
elemento e u r i  a l  i n o  e colonizza fac i lmente  acque d o l c i  i n t e r n e  i n d i v e r s e  zone 
d e l 1  'As ia  dove sono assent i  compe t i t o r i  d e l  complesso macul i p e n n i s  ed i n  
p a r t i c o l a r e  - An. labranchiae e - An. atroparvus. 

L ' i p o t e s i  d i  un r u o l o  d i  fenomeni c o m p e t i t i v i  n e l l a  d i s t r i b u z i o n e  d i  - An. 
labranchiae e - An. sacharovi emerge anche d a l 1  'esame d i  a lcune v a r i a z i o n i  
i n te rvenu te  ne l  l a d i s t r i b u z i o n e  d i  ques t i  v e t t o r i  dopo l a f o r t e  r i d u z i o n e  c u i  

F ig.  1. - D is t r i buz ione  d i  An. labranchiae i n  I t a l i a  s u l l a  base d i  t u t t i  i d a t i  
d i s p o n i b i l i .  L 'a rea le  ha sub i to  una f o r t e  r i duz ione  a segui to de i  t r a t t a m e n t i  
a n t i m a l a r i c i  e n e g l i  anni r e c e n t i  e '  r i s u l t a t o  nuovamente i n  espansione 
s o p r a t t u t t o  i n  Sardegna e i n  S i c i l i a .  



sono s t a t i  :e l a  campagna ant ima lar ica  con i n s e t t i c i d i  ad sogget t i  durant . azione 
residua. Le osservazioni p i u '  r e c e n t i  dimostrano che An. labranchiae, p u r  
essendo presente nuovamente i n  densi t a l  e leva te  i n  alcune l o c a l  i t a '  de l  l ' I t a l i a  
peninsulare (2,3,4), e '  c a r a t t e r i z z a t o  attualmente da una d i s t r i b u z i o n e  a 
mosaico, mo l to  focale,  p i u '  s t ret tamente c o s t i e r a  che i n  passato e comunque 
ancora mol to l i m i t a t a  r i s p e t t o  a l l ' a r e a l e  documentato precedentemente a g l i  
i n t e r v e n t i  con insetticidi. Alcune zone un tempo co lon i zza te  da - An. labranchiae 
sono s t a t e  soggette a t rasformazioni  ecologiche o ad inquinamenti che l i m i t a n o  
fortemente l e  p o s s i b i l i t a '  d i  sv i luppo d i  questa come d i  a l t r e  specie d e l  
gruppo maculipennis. Tu t tav ia  sono numerose l e  zone i n  c u i  buone p o s s i b i l i t a '  
d i  sv i luppo permangono ma dove - An. labranchiae appare s o s t i t u i t o  da 
An. melanoon, - An. maculipennis o - An. atroparvus. S i m i l i  s o s t i t u z i o n i  sembrano 
essere avvenute anche per  An. sacharovi almeno ne l  d e l t a  de l  Po dove non siamo - 
r i u s c i t i  a met te re  i n  evidenza questa specie un tempo mol to  frequente. I n  base 
a i  n o s t r i  da t i ,  An. sacharovi permane sicuramente so lo  i n  alcune l o c a l i t a '  - 
c o s t i e r e  d e l  Gargano dove era  i n  passato s impatr ico/parapatr ico con - An. 
labranchiae e dove s i  r e g i s t r a  l 'apparente  scomparsa d i  ques t 'u l t ima specie. 

Indag in i  sper imenta l i  su quest i  fenomeni sono d i  grande in te resse p r a t i c o  
i n  quanto t u t t o  f a  r i t e n e r e  che es is tano n o t e v o l i  p o s s i b i l i t a '  d i  manipolazioni 
d e l l a  frequenza d e l l e  d iverse  specie con opportuni  lanc i .  Ad esempio l a  
d i f f u s i o n e  d i  - An. labranch ie  i n  Sardegna potrebbe r i s u l t a r e  fortemente r i d o t t a  
da l l ' immiss ione d i  a l t r e  specie de l  gruppo maculipennis non v e t t r i c i  d i  
malar ia.  L 'uso d i  queste metodologie dovrebbe i n o l t r e  essere attentamente 
v a l u t a t o  ne l  caso d i  complessi d i  specie d i  Anopheles t r o p i c a l i  (ad esempio 
complesso Anopheles gambiae) che comprendono specie v e t t r i c i  e non v e t t r i c i .  
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IL COMPLESSO ANOPHELES GAMBIAE IN MOZAMBICO 
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Durante le stagioni delle piogge (ottobre-marzo) del 1983 e 1984 sono 
state effettuate catture di alate di Anophel s.1. in riposo 
al1 'interno delle abitazioni in 27 località appartenenti a otto delle dieci 
provincie in cui è suddivisa la Repubblica Popolare del Mozambico. Le alate 
semigravide sono state fissate sul campo in Carnoy etanolo-acetico e quindi 
spedite al l ' Istituto di Parassi tologi a di Roma dove sono state esaminate 
ci tologicamente. Come è noto l 'esame dei cromosomi p01 itenici del le ce1 lule 
nutrici ovariche del le alate semigravide permette l 'identificazione indubbia 
delle specie criptiche del complesso gambiae (altrimenti molto difficilmente 
distinguibili ) come anche lo studio di eventuali polimorfismi da inversioni 
paracentriche (1 1. Sono state identificate in totale 1376 alate di cui 432 
An.arabiensis, 497 An.gambiae S.S., 446 An.merus e 1 An.quadriannu1atus. 

An.gambiae S.S. 6 apparsa la specie del complesso prevalente nei campioni 
delle provincie settentrionali, caratterizzate da foreste ed elevata piovosità 
(superiore a 1000 mn/anno): nelle località delle provincie Cabo Delgado e 
Nampula essa 6 risultata sempre la sola presente (almeno nel periodo da noi 
considerato) con l 'unica eccezione del campione di Olumbi, dove due delle 
quattro alate catturate sono state identificate come An.merus, la specie della 
costa orientale africana del complesso a sviluppo larvale in acqua salmastra. 
Nella parte nord occidentale del Paese (provincie di Niassa e Tete) An.gambiae 
S.S. è risultata simpatrica con An.arabiensis; in particolare nei campioni 
raccolti nei villaggi della zona a più elevata altitudine (superiore a 800 m 
s.1 .m.) del Niassa la frequenza di arabiensis raggiunge circa i l  25% e 
nel1 'unico campione della provincia di Tete, catturato nel v1 llaggio di 
Moatize, essa è superiore al 40%. Nei campioni delle località centrali 
costiere di Quel imane (provinci a Zambesi a) e Beira (provinci a Sofal a), 
caratterizzate da stagni a mangrovie, la maggior parte degli esemplari 
catturati è stato identificato come An.merus (circa i l  75%), mentre i l  resto 
del campione era costituito da An.gambiae S.S.; quest'ultima specie è 
risultata predominante (80% circa) nel campione del vi l laggio di Marromeu 
(provincia Sofala), sulla riva sud del fiume Zambesi a circa 50 km dalla 
costa, mentre i l  restante 20% del campione era costituito da An.arabiensis. 
Nel sud del Mozambico (provincie Gaza e Maputo) caratterizzato da un clima più 
arido (meno di 600 mm/anno di pioggia) e da temperature medie annuali 
relativamente minori, An.gambiae S.S. sembra scomparire del tutto nei campioni 
Lavoro eseguito nell'aibito del contratto C.E.E. TSO.OIS.I(TT). 



c a t t u r a t i  a l 1  ' interno de l l e  abitazioni, s o s t i t u i t o  da An.arabiensis, che su l l a  
costa, laddove esistono stagni salmastri a mangrovie. è simpatrico con 
An.merus. Particolarmente interessante è il campione catturato a Chokwe 
(provincia Gara), un v i l l agg io  s u l l a  r i v a  sud del fiume Limpopo a c i r ca  70 km 
d a l l a  costa; i n  esso è i n f a t t i  presente An.merus ( c i r ca  13%) nonostante l a  
distanza dall'oceano e l'assenza d i  mangrovie a l l e  qual i  è usualmente legato 
l o  sviluppo la rva le  d i  questa specie. I n  t a l e  l o c a l i t à  è t u t t a v i a  presente 
acqua salmastra dovuta probabilmente a l l a  soluzione i n  acqua piovana d i  sale 
presente nel suolo. Un fenomeno s imi le  s i  v e r i f i c a  anche ne l l e  l o c a l i t à  p i ù  
meridional i  d i  Bela Vista, Salamanga e Tinonganine, t u t t e  s u l l e  r i v e  del fiume 
Maputo, che possono essere salmastre per l ' ingresso d i  acqua marina sospinta 
da l l e  maree. Nel la  l o c a l i t à  d i  Bela Vista, i n  un unico campione cat turato i n  
a t t i v i t à  d i  puntura su bovini,  è s ta ta  i d e n t i f i c a t a  l ' un i ca  femnina d i  
An.quadri annul atus. 

L'esame dei cromosomi ao l i ten ic i ,  o l t r e  a f o rn i re  i cara t te r i  
c i  totassonomici a t t i  a l  l a ident i f icaz ione del l e  specie del complesso, ha 
permesso anche l o  studio dei polimorfismi da invers ion i  paracentriche i n  
An.arabiensis e An.gambiae S.S.. An.rnerus è r i s u l t a t o  sempre monomorfico per 
l'ordinamento standard, fenomeno g ià  segnalato i n  un lavoro e f fe t tua to  su l l e  
coste del Kenya (2). 

An.arabiensis ha mostrato polimorfismo da inversione 2Rb/+: l a  frequenza 
del1 'ordinamento i n v e r t i t o  nel1 'area d i  d istr ibuzione de l l a  specie ( l o c a l i t à  
meridionali  e nord-occidentali) s i  aggira molto uniformemente in torno a l  70% 
con l 'unica eccezione del campione d i  Moatize (proyincia Tete-non distante dal 
fiume Zambesi) i n  cu i  l a  frequenza d i  2Rb scende, ma i n  maniera non 
s ign i f i ca t i va ,  a l  50%. I n  alcune l o c a l i t à  è presente anche il polimorfismo 
3Ra/+ ma con frequenze del l 'ordinamento i n v e r t i t o  mai super ior i  a1 1 '8%. 

An.gambiae S.S. presenta due polimorfismi da inversione: 2Rb/+ e 2La/+. 
La frequenza dell'ordinamento b è molto bassa o par i  a zero nei campioni de l l e  
zone cost iere nord o r i e n t a l i  e cent ra l i ,  generalmente d i  foresta. mentre sale 
f i n o  ad un massimo d i  c i r ca  il 35% ne l l e  aree occidental i  p i ù  interne e 
montuose. La frequenza dell'ordinamento 2La var ia  da un minimo del 28% f i n o  ad 
un massimo del1 '84: l e  frequenze p i ù  elevate s i  osservano i n  zone con scarsa 
p iovos i tà  ( c i r ca  700 tmn/anno) del l a  provincia nord-occidentale Tete ( l o c a l i t à  
Moatize). Questi da t i  sembrano i n  accordo con quanto g i à  osservato i n  zone 
de l l lA f r i ca  occidentale ( l ) ,  dove s i  è potuta notare una relazione t r a  aumento 
de l l a  frequenza dei por ta to r i  d i  questo ordinamento e condizioni d i  a r i d i t à  
relativamente elevate. 

La deviazione d i  ciascun campione d i  An.arabiensis e An,gambiae S.S. 

d a l l ' e q u i l i b r i o  d i  Hardy-Weinberg non è r i s u l t a t a  mai s ign i f i ca t i va .  
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Anopheles merus è l a  specie del complesso gambiae a sviluppo la rva le  i n  
acqua salmastra che v ive lungo l a  costa d e l l 1 A f r i c a  or ientale.  Situazioni d i  
simpatrismo sono s ta te  documentate a l l o  stadio d i  a la ta  con l e  specie d i  acqua 
dolce An.gambiae e An.arabiensis. Nonostante l 'elevato cr ip t ic ismo t r a  l e  
specie del complesso uno studio d i  Coluzzi nel 1964 (1 ) ha evidenziato due 
ca ra t t e r i  d i  t i p o  biometrico ( i l  rapporto palpale e il numero d i  s e n s i l l i  
celoconici del l 'antenna) che permettono d i  d i f ferenz iare An.merus r i s p e t t o  ad 
An .arabiensis e An.gambiae. Alcune osservazioni successi ve hanno confermato i l 
valore tassonomico d i  t a l i  ca ra t t e r i  mettendo t u t t a v i a  i n  evidenza una notevole 
v a r i a b i l i t à  cost che popolazioni d e l l a  stessa specie ma d i  diversa o r ig ine  
geografica mostrano d is t r ibuz ion i  t a l v o l t a  p iu t tos to  diverse mentre popolazioni 
appartenenti a specie diverse mostrano aree d i  sovrapposizione anche p iu t tos to  
ampie (1, 2, 31. G l i  s tud i  soprac i ta t i  s i  sono basati, per l ' i den t i f i caz ione  d i  
An.merus r i s p e t t o  a l l e  specie d'acqua dolce su materiale d i  laborator io  
or ig inato da femnine i d e n t i f i c a t e  mediante t e s t  d i  i bridizzazione oppure su 
materiale d i  campo i den t i f i ca to  con il t e s t  d i  to l leranza a l l a  sa l in i tà .  La 
scoperta che l e  sei  specie del complesso possono essere t u t t e  d i f fe renz ia te  
s u l l a  base d i  r iordinamenti cromosomici ev idenz iab i l i  ne l l e  c e l l u l é  n u t r i c i  
ovariche del l e  a l  ate semigravide, ha determinato un minore interesse per t a l  i 
metodi morfologic i  . Tuttavia, dato i 1 l i m i t e  che i l metodo citotassonomico 
presenta (è appl icab i le  i n f a t t i  solo ad a la te  n e l l o  stadio f i s i o l o g i c o  d i  
semigravide) abbiamo r ipreso i n  considerazione il metodo biometrico per 
valutarne l a  sua eventuale u t i l i t à  pratica. L'opportunità per t a l e  studio c i  L!! 
stata f o r n i t a  da un materiale, proveniente dal Mozambico, particolarmente 
adatto perchè c o s t i t u i t o  da esemplari r a c c o l t i  i n  natura e appartenenti a l l e  
t r e  specie i d e n t i f i c a t e  cromosomicamente (4). 

Mater ia l i  e Metodi 

Il materiale consiste d i  100 An.gambiae, 150 An.arabiensis e 200 An.merus 
r a c c o l t i  da Febbraio a Giugno 1983 e da Dicembre 1983 a Giugno 1984 
prevalentemente i n  r iposo a l  l 'interno de l l e  abi tazioni .  Ali.gambiae L!! stato 
raccol to  i n  parte lungo l a  costa centrale del Mozambico dove è simpatrico con 
An.merus e i n  parte n e l l e  reg ion i  p i ù  in terne e set tent r ional i .  An.arabiensis 
proviene prevalentemente da l l a  costa meridionale dove è s ta to  t rovato i n  

Lavoro e s e g u i t o  nalllambit.a da l  c o n t r a t t o  C . E . E .  TSD.Ol6.I(TT). 



simpatria con An.merus e solo in piccola parte è originario della regione più 
interna e settentrionale del Paese. An.merus, infine, proviene da località 
della costa centrale e meridionale del Paese. 

I1 capo di ciascun esemplare, identificato cromosomicamente come 
appartenente a una delle tre specie, è stato chiarificato in clorallattofenolo 
e montato in fenolo-balsamo per la misura dei segmenti palpali e la conta del 
numero totale di sensilli celoconici sui segmenti antennali (dal 3" al IO0). 
Entrambe le osservazioni sono state eseguite a 200 ingrandimenti utilizzando un 
oculare micrometrico per la misura dei segmenti palpali. Per analizzare la 
distribuzione dell'indice palpale nelle tre specie sono stati utilizzati tutti 
gli esempi ari disponi bili mentre per analizzare la distribuzione del numero di 
sensilli celoconici dell'antenna solo un sottocampione di 50 esemplari è stato 
utilizzato per ciascuna specie. Per ogni esemplare è stato calcolato i l  numero 
medio di sensi1 l i  celoconici tra le due antenne. I1 criterio per stabilire la 
uti lizzabilità pratica di tali caratteri è stato basato sul calcolo del 
coeffici ente di differenza tra le medie (1 ). 

Risultati e Conclusioni 

I1 diagramma delle distribuzioni dell'indice palpale nei campioni da noi 
esaminati è riportato nella Fig. 1. Si pub notare come tali distribuzioni 
risultino diverse soprattutto tra merus e le due specie d'acqua dolce essendo 
le medie e le deviazioni standard dellJindice palpale di An.merus, 
An.arabiensis e An.gambiae rispettivamente pari a 0,89*0,04, 0,7810,03, e 
0,7710,02. Mediante i l  calcolo del coefficiente di differenza è risultata 
un'area di sovrapposizione delle distribuzioni di tale carattere inferiore al 
5% tra merus e arabiensis e inferiore al 3% tra merus e ~ambiae. 

Il diagramma della distribuzione del numero di sensilli antennali nei 
campioni da noi esaminati è riportato in Fig. 2. Anche per questo carattere 
biometrico le medie risultano diverse tra merus e le specie d'acqua dolce e in 
particolare rispetto ad An.gambiae. Le medie e le deviazioni standard del 
numero di sensilli celoconici di An.merus, An.arabiensis e An.gambiae sono 
rispettivamente 33,4513,33, 28,0413,61, e 21,5212,ll. Le aree di 
sovrapposizione, calcolate mediante i l coefficiente di differenza, sono 22% e 
1,5% rispettivamente per le coppie merus-arabiensi s e merus-gambiae. 

Infine è stato calcolato l'indice di correlazione tra i due caratteri 
biometrici. Poichè la correlazione non 6 risultata significativa in nessuna 
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Fig.1. - Distribuzione del1 'indice palpale in alate raccolte in Mozambico e 
identificate ci totassonomicamente. 



del le  t r e  specie s i  5 i po t i zza to  che i due metodi appl icat i  contemporaneamente 
migliorassero l a  p o s s i b i l i t a  d i  i den t i f i caz ion i  corret te.  Tale ipotes i  è s ta ta  
saggiata esaminando il numero d i  s e n s i l l i  celoconici i n  t u t t i  g l i  esemplari 
d ispon ib i l i  che pur appartenendo a specie diverse cadevano ne l l ' a rea  d i  
sovrapposizione per 1 ' ind ice palpale. Come atteso su 40 esemplari 
ind is t ingu ib i  l i sul l a base d i  quest 'u l t imo carat tere ben 37 r isul tavano 
i d e n t i f i c a b i l i  s u l l a  base d e l l  ' a l t r o .  

I nos t r i  dat i ,  o t t enu t i  su esemplari d i  campo i d e n t i f i c a t i  con l a  tecnica 
citotassonomica, r i su l tano  completamente i n  accordo con quanto osservato da 
Coluzzi su ceppi d i  laborator io  o r i g i na r i  d e l l o A f r i c a  Orientale, ma non 
completamente i n  accordo con quanto osservato da Bushrod (2) e Mosha & Nutero 
(3) su materiale i d e n t i f i c a t o  con il t e s t  d i  to l leranza a l l a  s a l i n i t à  . 
Tuttavia mentre i dat i  d i  Bushrod anche se d ivers i  dai nos t r i  confermano 
un1area d i  sovrapposizione molto l i m i t a t a  t r a  merus e l e  specie d'acqua dolce, 
i da t i  d i  Mosha & Mutero a l  cont rar io  mostrano un'area d i  sovrapposizione 
estremamente estesa (59%). Anche ammettendo una v a r i a b i l i t à  dei  ca ra t t e r i  
morfologic i  dovuta a f a t t o r i  ambientali e genetici, il reperto d i  Mosha & 
Mutero c i  sembra troppo d i f fe ren te  da quel lo degl i  a l t r i  autor i  e perciò 
presumi b i  lmente v i z i a to  da e r r o r i  d i  c lass i f icaz ione v e r i f i c a t i s i  a l  momento 
d e l l  'applicazione del t e s t  d i  to l leranza a l l a  sa l in i tà .  

I n  conclusione quindi l ' ind ice palpale e il numero dei s e n s i l l i  celoconici 
u t i l i z z a t i  contemporaneamente permettono d i  dist inguere con un a l t o  l i v e l l o  d i  
a f f i dab i  l i t à  An.merus da l l e  specie simpatriche An.gambiae e An.arabiensis. 
Tuttavia e consigl iabi le,  qualora s i  vog l ia  eseguire un lavoro tassonomico d i  
questo t ipo,  valutare preventivamente su un campione i d e n t i f i c a t o  co l  metodo 
citotassonomico, l ' e n t i t à  de l l e  eventuali aree d i  sovrapposizione es i s ten t i  t r a  
l e  diverse specie per i due ca ra t t e r i  biometrici .  
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Fig.2. - Distr ibuzione del numero d i  sensi1 li celoconici d e l l  'antenna i n  a la te  
raccol te  i n  Mozambico e i d e n t i f i c a t e  citotassonomicamente. 
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ESAME COMPARATIVO D E I  TASSI D I  INFEZIONE CON SPOROZOITI E FILARIE I N  DIVERSE 

FORME DEL COMPLESSO ANOPHELES GAMBIAE I N  UN VILLAGGIO DEL MALI 

Y.T.Touré (a), Y.Petrarca (b) e M.Coluzzi (a) 

(a) Ecole Nationale de Médecine, Bamako, Mali 
(b) I s t i t u t o  d i  Parassitologia, Universi ta d i  Roma "La Sapienza" 

Recenti r icerche citogenetiche sul complesso Anopheles gambiae i n  Mali (1) 
hanno permesso d i  precisare l a  distr ibuzione d i  An.arabiensis e An.gambiae S.S. 

e d i  mettere i n  evidenza nel l 'ambito d i  quest'ultima specie t r e  diverse un i t à  
tassonomiche indicate, con una nomenclatura non linneana, come Mopti, Savanna e 
Bamako. Queste t r e  forme ca ra t t e r i zzab i l i  cromosomicamente hanno uno status d i  
specie i n c i p i e n t i  con tass i  d i  ibr id izzazione abbastanza e leva t i  t r a  Bamako e 
Savanna, meno frequenti t r a  Mopti e Savanna e del t u t t o  assenti t r a  Mopti e 
Bamako. Con l ' o b b i e t t i v o  d i  evidenziare eventuali d i f ferenze nel  ruo lo  vet tore 
per plasmodi e f i l a r i e  umane sono s ta te eseguite una ser ie  d i  osservazioni nel 
v i l l agg io  d i  Bananbani dove t u t t i  quattro i taxa sopra r i co rda t i  coesistono 
durante l a  stagione de l l e  piogge i n  proporzioni v a r i a b i l i  e mostrano l i v e l l i  d i  
an t ropo f i l i a  molto a l t i  (HBI 7 0,90) e p iu t tos to  uniformi. I n f a t t i  il l i m i t a t o  
numero degl i  animali o s p i t i  a l t e r n a t i v i  ( i n  par t ico lare bovini)  nonchè l a  l o ro  
disposizione nel v i l l agg io  non favorisce deviazioni r i l e v a n t i  del l ' a t t i v i t a  d i  
puntura che resta quasi t u t t a  or ientata sull'uomo anche nel caso dei membri del 
complesso meno specificamente ant ropof i l  i qual i An.arabiensi S. 

Le zanzare sono s ta te raccol te con ca t tu ra to r i  a serbatoio durante l e  
prime ore de l l a  mattina i n  ab i taz ion i  scel te a caso, e mantenute i n  b i cch ie r i  
d i  cartone i n  buone condizioni cl imatiche f i n o  a l l e  prime ore del pomeriggio. 
Dal le  14 a l l e  18 s i  è proceduto a l  l o r o  esame operando solo su l l e  femmine 
gonotroficamente a t t i v e  che avevano compiuto un pasto d i  sangue dcrante l a  
precedente not te  e che r isul tavano a l  111-IV stadio ovarico d i  Christophers 
(semigravide). Ciascuna d i  queste zanzare è s ta ta  dissezionata i n  modo da 
consentire: 1) l'esame microscopico de l l e  ghiandole s a l i v a r i  per l a  r i ce rca  d i  
sporozoit i ;  2)  l'esame microscopico del torace e del capo per l a  r i ce rca  e 
l ' ident i f icaz ione d i  larve d i  f i l a r i e ;  3 )  l 'assorbimento su car ta  da f i l t r o  del 
sangue residuo contenuto nel l ' in tes t ino  per l ' ident i f icaz ione del l 'ospite; 4) 
l a  fissazione i n  etanolo/acido acetico i n  microtubi da m1'0.5 de l l e  ovaie da 
u t i l i z z a r e  successivamente per l'esame dei cromosomi p o l i t e n i c i  de l l e  c e l l u l e  
n u t r i c i  ovarìche. I preparati  cromosomici sono s t a t i  o t tenut i  secondo l a  tecn i -  
ca d i  Coluzzi ( 2 )  modif icata da Hunt ( 3 )  e l a  c lass i f icaz ione dei d ivers i  taxa 
è s ta ta  f a t t a  seguendo il precedente lavoro (1). 

L'esame comparativo dei  tass i  d i  infezione è stato l i m i t a t o  a l l a  stagione 

Lavoro eseguito nell'aibito di programmi finanziati da C.E.E., M.P.I. e O.II.S./T.D.R. 



delle piogge e in particolare ai mesi di luglio, agosto e settembre in corri- 
spondenza con le maggiori densità e con la presenza contemporanea dei quattro 
taxa oggetto del confronto. Sono stati complessivamente esaminati 1904 esempla- 
ri di cui 486 (25,53%) An.arabiensis e 1418 An.gambiae (74,47%), questi ultimi 
divisi in 453 (31 Mopti, 598 (41,178) Savanna, 154 (10,86%) Bamako e 213 
(15,02%) portatori di cariotipi non facilmente riferibili ad una delle tre 
forme cromosomiche (in prevalenza cariotipi risultanti da i bridazioni ) . Del le 
1904 zanzare esaminate ben 276 sono risultate portatrici di sporozoiti nelle 
ghiandole salivari con un tasso di infezione, molto elevato, pari al 14,50%. 
Osservazioni condotte in para1 lelo identificando gli sporozoiti con anticorpi 
monoclonali (Esposito et al., in preparazione) hanno consentito di accertare 
che oltre i l  99% delle infezioni era riferibile a Plasmodium falciparum in 
accordo con i dati rilevati nella popolazione umana durante la stagione delle 
pi w e .  

La distribuzione delle zanzare infette risulta omogenea nei quattro taxa 
se si pongono a confronto i campioni totali. Ciò fa ritenere che non sono 
complessivamente presenti differenze rilevanti nei livelli di suscettibilità al 
parassita o nella longevità media e che, nelle condizioni prevalenti nel villa- 
ggio, tutti i taxa confrontati mostrano un elevatissimo tasso di puntura sul- 
l'uomo, confermato d'altronde dalle identificazioni dei pasti di sangue. Quando 
l'analisi comparativa viene indirizzata ai campioni dei singoli mesi emergono 
differenze significative nei tassi di infezione dovute almeno in parte a varia- 
zioni non parallele nell'eta media di alcune delle popolazioni presumibilmente 
in relazione a un loro sviluppo stagionale asincrono e/o a diversi valori 
adattativi (e longevità) rispetto a determinate condizioni stagionali. Diffe- 
renze più importanti si osservano nel1 'ambito del l a stessa popolazione tra 
varianti cromosomici per inversioni paracentriche del braccio 2R. Ad esempio 
nella popolazione Mopti gli eterocariotipi bc/u mostrano a luglio un tasso di 
infezione del 27,l2% significativamente piii elevato (P=0,002) del tasso osser- 
vato nei corrispondenti omocariotipi che risulta de1118,53% nello stesso mese 
(Tab.1). Questa differenza non è confermata ad agosto ciò che fa ipotizzare una 
relazione con un temporaneo vantaggio del1 'eterozigote durante i l mese di 
luglio e un corrispondente aumento della sua longevità media. Simili osserva- 
zioni sono possibili anche per polimorfismi cromosomici 2R di An.arabiensis e 
della forma Savanna di An.gambiae. 

Per quanto riguarda le osservazioni su larve di filarie gli esami morfolo- 
gici eseguiti in particolare sul terzo stadio (L ) ci consentono di riferire le 

3 infezioni a Wuchereria bancrofti in accordo con i dati parassitologici umani e 
con l 'elevato livello di antropofilia documentato. Del le 1904 zanzare esaminate 
209 (10,97%) sono risulatate infettate (presenza di LI-L3) e 66 (3,47%) sono 
risultate infettanti (L3). La distribuzione delle zanzare infettate e infettan- 
ti nei quattro taxa non risulta omogenea. In particolare i tassi di infezione 
sui campioni totali sono pari a 4,32% per An.arabiensis, 4,64% per Mopti, 2,68% 
per Savanna e 0,65% per Bamako (solo una zanzara infettante su 153 esaminate). 
La minore efficienza vettrice della forma Bamako non sembra dovuta a minore 
longevità in quanto tale fattore influenzerebbe anche i l  tasso di infezione con 
sporozoiti e, d'altra parte la minore frequenza di 'filarie in questa forma si 
osserva anche considerando le larve L e L Potrebbero quindi essere 

2' ipotizzati meccanismi di resistenza al l linbezione o un ritmo di puntura diverso 
tale da determinare una minore probabilità di suzione delle microfilarie. 
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ZANZARIERE A BARRIERA PER I L  CAMPIONAMENTO D I  CULICIDI I N  ATTIVITA' D I  PUNTURA 

SU ANIMALI 

(a)  Ecole Nat ionale de Médecine, Bamako, Mal i  
(b )  I s t i t u t o  d i  Parassi to logia,  Un ive rs i tà  d i  Roma "La Sapienza" 

Summary (Fences f o r  sampling mosquitoes b i t i n g  on anima1 herds).- Mosquito n e t  
fences 2.30-2.50 m h i g h  placed around cowherds a t  t h e i r  n i g h t  r e s t i n g  s i t e s  
have been successfu l ly  u t i l i z e d  t o  ob ta in  l a r g e  samples o f  malar ia  vectors o f  
the Anopheles gambiae complex and o f  o ther  mosquito species. Co l l ec t i ons  o f  
blood f e d  mosquitoes were c a r r i e d  out  dur ing  the  n i g h t  by inspect ing  r e g u l a r l y  
the  n e t  s ide  f a c i n g  t h e  anima1 enclosure. This sampling procedure has important 
advantages over a l t e r n a t i v e  procedures based on d i r e c t  c o l l e c t i o n  on anima1 o r  
on t h e  use o f  b a i t e d  t raps.  

Lo s tud io  d e l l e  preferenze a l imentar i  dei  d i t t e r i  c u l i c i d i  è d i  grande 
in teresse epidemiologico e viene af f rontato con d iverse  tecniche (1  ) . 
L ' i d e n t i f i c a z i o n e  del  sangue i n g e r i t o  fo rn i sce  informazioni  a t t e n d i b i l i  so lo  
quando s i a  p o s s i b i l e  d ispor re  d i  campioni rapp resen ta t i v i  d i  zanzare che s i  
sono n u t r i t e .  La c a t t u r a  not tu rna d i r e t t a  su o s p i t i  a l t e r n a t i v i  e  i n  d iverse  
cond iz ion i  r e s t a  comunque una v e r i f i c a  importante de l  comportamento d i  puntura 
ed è ind ispensab i le  i n  mol te r i ce rche  par t ico larmente quando - s i  t r a t t i  d i  
s t imare l a  f raz ione  esofaga ed e s o f i l a  d i  una determinata specie. La c a t t u r a  
not tu rna su uomo è usata con successo n e l l o  s tud io  de i  t a s s i  d i  inoculaz ione d i  
plasmodi e f i l a r i e  e n e l l a  valutaz ione d e l l a  capaci tà v e t t r i c e .  La c a t t u r a  
not tu rna su animal i  pone invece d i v e r s i  problemi s o p r a t t u t t o  quando s i  debba 
operare su grossi  mammiferi a l 1  'aperto (bov in i  i n  p a r t i c o l a r e )  e quando non s i a  
p o s s i b i l e  d i spo r re  d i  sogget t i  d o c i l i  od opportunamente immobi l i zza t i .  Sono 
s t a t i  anche sper imentat i  numerosi t i p i  d i  t rappo le  (vedi 1)  a t t raverso cu i ,  
t u t t a v i a ,  s i  i n f l uenza  quasi sempre l a  composizione del  campione. D ' a l t r a  pa r te  
i n  s i t u a z i o n i  i n  c u i  l ' an ima le  u t i l i z z a t o  quale esca 6 presente i n  numerosità 
ed aggregazioni impor tant i ,  l ' e f f e t t o  a t t r a t t i v o  d i  s i n g o l i  sogget t i  assoc ia t i  
o  meno a t rappo le  può essere comparativamente de l  t u t t o  i r r i l e v a n t e .  S i m i l i  
osservazioni sono s t a t e  da no i  f a t t e  r ipetutamente n.el corso d i  i ndag in i  su i  
v e t t o r i  d i  ma lar ia  del  complesso An.gambiae l a  c u i  f raz ione  zoo f i  l a / e s o f i l a  è 
i n  genere scarsa e i c u i  o s p i t i  a l t e r n a t i v i  sono c o s t i t u i t i  pr inc ipalmente da 
bov in i .  I n  t a l i  cond iz ion i  6 r i s u l t a t o  molto u t i l e  "operare" su l1  ' i n t e r a  
mandria con "zanzariere a bar r ie ra ' '  secondo il metodo che descriviamo qui  d i  
seguito. 

Ricerche e s e g u i t e  con f o n d i  C.E.E. e O.M.S./T.D.R. 



I 1  p r inc ip io ,  mol to semplice, è que l l o  d i  r e a l i z z a r e  una b a r r i e r a  d i  r e t e  
zanzariera esternamente a l  r e c i n t o  i n  c u i  sono c h i u s i  g l i  animal i  durante l a  
not te.  La zanzariera viene montata su p a l i  m e t a l l i c i  c o s t i t u i t i  ciascuno da due 
segmenti il primo de i  q u a l i  lungo due met r i  è i n f i s s o  nel  te r reno per una 
p ro fond i tà  d i  c i r c a  30 cm mentre il secondo, lungo 1 metro, è raccordato a l  
primo i n  modo da formare un angolo d i  120" r i v o l t o  verso il rec in to .  I p a l i  
vengono p o s t i  ad una d is tanza d i  due met r i  e sono p r o v v i s t i  d i  a n e l l i  m e t a l l i c i  
da agganciare ad a n e l l i  d i  t e l a  pred ispost i  s u l l a  zanzar iera i n  modo che questa 
r i s u l t i  tesa t r a  i p a l i  a formare una b a r r i e r a  cont inua d i  2,30-2,50 m d i  
a l tezza i n t o r n o  a g l i  animal i .  Tra il r e c i n t o  e l a  parete d i  r e t e  zanzariera 
viene l a s c i a t o  un c o r r i d o i o  p e r c o r r i b i l e  d i  c i r c a  1 m d i  larghezza u t i l i z z a t o  
durante l a  n o t t e  per  ispezionare ogni 10-15 m inu t i  l a  parete i n t e r n a  d e l l a  
zanzariera con una t o r c i a  e l e t t r i c a  e campionare l e  zanzare n u t r i t e  con un 
asp i ra to re  a serbato io ( 2 ) .  Una b a r r i e r a  c o s t i t u i t a  da 30 p a l i  e 60 me t r i  d i  
zanzariera può essere fac i lmente t raspor ta ta  e montata da t r e  t e c n i c i  i n  meno 
d i  30 minut i .  

La parete d i  r e t e  zanzariera i n t o r n o  a l l a  mandria non c o s t i t u i s c e  un 
ostacolo r i l e v a n t e  né per l ' e n t r a t a  né per l a  f u o r i u s c i t a  d e l l e  zanzare, come 
d ' a l t r a  pa r te  s t a t o  d imostrato da G i l l i e s  e Wilkes (3)  con b a r r i e r e  anche p i ù  
a l te .  I n o l t r e  nel  nos t ro  caso l e  zanzare possono passare non solo sopra l a  
zanzariera ma anche s o t t o  i n  quanto una apertura d i  10-20 cm viene l a s c i a t a  
a l l ' a l t e z z a  del suolo. Per quanto l a  zanzariera non impedisca l 'a l lon tamento  
d e l l e  zanzare n u t r i t e ,  u n ' a l t a  percentuale d i  queste, appesanti te da l  pasto d i  
sangue, sosta s u l l a  b a r r i e r a  per p e r i o d i  s u f f i c i e n t i  a consent i re l a  ca t tu ra .  

Questo metodo d i  campionamento d i  c u l i c i d i  i n ' a t t i v i t à  d i  puntura 
a l 1  'esterno su animal i ,  v iene da no i  u t i l i z z a t o  con successo i n  r i ce rche  i n  
corso s u l  complesso An.gambiae i n  Mal i  e presenta a nos t ro  parere i seguenti 
vantaggi: 1) il campione r i s u l t a  i n  genere molto p i o  numeroso e presumibilmente 
p i ù  rappresentat ivo d i  que l l o  che s i  o t t i e n e  con l a  c a t t u r a  su s i n g o l i  animal i  
o con t rappole;  2) il campione è c o s t i t u i t o  prevalentemente da femmine che 
hanno compiuto i n d i s t u r b a t e  un pasto d i  sangue completo su l1  'animale e possono 
qu ind i  fac i lmente essere mantenute v i v e  ed u t i l i z z a t e  per al levamenti  e per 
d i v e r s i  t i p i  d i  esame t r a  i q u a l i  l ' a n a l i s i  c i totassonomica de i  cromosomi d e l l e  
c e l l u l e  n u t r i c i  ovariche; 3)  vengono e v i t a t e  imnob i l i zzaz ion i  spesso 
traumatiche per  g l i  animal i  con i q u a l i  s i  e v i t a  un con ta t to  d i r e t t o  l im i tando  
cost  i r i s c h i  per il personale addetto a l l a  c a t t u r a  notturna. 
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OSSERVAZIONI D I  LABORATORIO SU POLIMORFISMI DA 1NVERS.IONE ORIGINATI DA INCROCI 
TRA POPOLAZIONI DIVERSE D I  ANOPHELES GAMBIAE S.S. 

A. Persiani,  M.A. D i  Deco & G. Pet range l i  

I s t i t u t o  d i  Parassi to logia,  Un ive rs i ta  d i  Roma "La Sapienza'' 

Alcune specie d i  zanzare de l  complesso Anopheles gambiae sono c a r a t t e r i z -  
zate da un e levato  grado d i  pol imorf ismo dovuto a i n v e r s i o n i  paracentr iche. I n  
almeno due specie del  complesso (An.gambiae S.S. e An.arabiensis) t a l e  v a r i a b i -  
l i t a  cromosomica 6 mantenuta, i n  cond iz ion i  n a t u r a l i ,  a l i v e l l i  mol to a l t i  e 
t a l i ,  probabilmente, da consent i re a l l a  specie d i  aumentare l e  p o s s i b i l i t a  d i  
adattamento a cond iz ion i  ambienta1 i diverse (1  ) . Quando partendo da alcune 
popolazioni po l imor f iche de l  complesso An.gambiae s i  s t a b i l i s c o n o  ceppi i n  
l abo ra to r io  s i  osserva i n  genere i l mantenimento de.i p01 i m o r f i  smi o r i g i n a r i .  I n  
p a r t i c o l a r e  un ceppo d i  An.gambiae S.S. co lon izzato  n e l l a  Gambia e s tud ia to  i n  
l a b o r a t o r i o  per nove generazioni ha mostrato costantemente eccessi, spesso 
s ta t is t i camente  s i g n i f i c a t i v i  , del  l e  frequenze e te roca r io t i p i che  osservate 
r i s p e t t o  a i  v a l o r i  a t t e s i  secondo l a  legge d i  Hardy-Weinberg ( 2 ) .  I n  questa 
nota vengono presenta t i  u l t e r i o r i  d a t i  su l  pol imorf ismo d i  un ceppo d i  
Rn.gambiae S.S.. I n  questo caso i pol imor f ismi  non sono g l i  s tess i  p resent i  i n  
natura i n  quanto sono s t a t i  o r i g i n a t i  incrociando i n  l a b o r a t o r i o  popolazioni  
cromosomicamente diverse, geograficamente d i s t a n t i  e non completamente 
panmitt iche. 

M a t e r i a l i  e Metodi 

I 1  mater ia le  da n o i  u t i l i z z a t o  è s t a t o  o t tenu to  mediante i n c r o c i  t r a  l e  t r e  
seguenti co lon ie  d i  l abo ra to r io :  Ziguinchor, s t a b i l i t a  ne l  1981 a p a r t i r e  da 
ovodeposizioni d i  o l t r e  80 femmine r a c c o l t e  ne i  p ress i  d i  Ziguinchor, Senegal 
meridionale, corr ispondente a l l a  popolazione 2 d e s c r i t t a  i n  ( 3 ) .  c a r a t t e r i z z a t a  
dai  po l imor f ismi  2Rd/+, 2La/+; Bansang, c o s t i t u i t a  ne l  1981 a p a r t i r e  da ovode- 
pos iz ion i  d i  c i r c a  50 femnine r a c c o l t e  ne i  p ress i  d i  Bansang, n e l l a  zona i n t e r -  
na d e l l a  Gambia, corr ispondente a l  l a  popolazione 1 d e s c r i t t a  i n  ( 3 ) .  monomorfa 
per l e  i n v e r s i o n i  f i s s a t e  2Rb e 2La; Bamako, s t a b i l i t a  n e l  1983 da mate r ia le  
proveniente da Banambani, n e i  p ress i  d i  Bamako, nel  Mal i  meridionale, c o r r i -  
spondente a l l a  forma-cromosomica Bamako d e s c r i t t a  i n  (41,  c a r a t t e r i z z a t a  da l  
polimorfismo 2Rjcu/jbcu e da1l"inversione f i s s a t a  2La. 

I n  nessuno d e g l i  i n c r o c i  esegu i t i  t r a  quest i  ceppi s i  sono. osservat i  feno- 
meni d i  i n c o m p a t i b i l i t à  ed e t e r o c a r i o t i p i  mol to r a r i  o assenti  i n  na tu ra  sono 
r i s u l t a t i  produci b i  li i n  labora tor io ,  p resent i  ne l  ceppo i b r i d o  secondo l 'a t te -  
so e con f i t n e s s  normale o comunque non i n f e r i o r e  a i  ceppi pa ren ta l i .  Uno de i  
ceppi r i s u l t a t o  da quest i  i n c r o c i ,  e contenente ordinamenti d i  t u t t e  e t r e  l e  
colonie,  e s t a t o  a l l e v a t o  per numerose generazione e da noi  preso i n  esame a l  
Lavoro e s e g u i t o  n a l l ' a n b i t o  d i  prograa i i  f i n a n z i a t i  da C.N.R. e  I . P . I .  



Sistema 2R i 

f i n e  d i  osservare il mantenimento dei d ivers i  ordinamenti a l t e rna t i v i .  A d i -  
stanza d i  16 mesi da l l ' i nc roc io  eseguito t r a  i ceppi parental i ,  abbiamo esami- 
nato t r e  campioni d i  a la te  femmine pre levat i  r ispett ivamente da l l a  XXV, X X V I I  e 
X X V I I I  generazione. 

L ' a l  levamento è stato eseguito i n  stanze termostatiche a l  l a temperatura d i  
2&1°C, umidità r e l a t i v a  var iab i le  dal 50 a l  70% e fotoperiodo d i  12h . Per l o  
studio del p01 imorfismo cromosomico sono s ta te u t i l i z z a t e  a la te  femmine semi- 
gravide; i preparati  dei cromosomi p o l i t e n i c i  de l l e  c e l l u l e  n u t r i c i  ovariche 
sono s t a t i  a l l e s t i t i  secondo l e  tecniche i n  uso presso il nostro laborator io  
( 3 ) .  Dal la l e t t u r a  del car io t ipo  d i  ciascun indiv iduo sono s ta te calcolate l e  
frequenze degl i  ordinamenti cromosomici a l t e rna t i  v i  quindi . applicando l a legge 
d i  Hardy-Weinberg, l e  frequenze attese dei c a r i o t i p i :  eventuali scostamenti t r a  
frequfnze dei c a r i o t i p i  osservate e attese sono poi  s ta te  saggiate con il t e s t  
del X per s t a b i l i r n e  l a  s i g n i f i c a t i v i t 8 .  

R i s u l t a t i  e Discussione 

I n  t u t t i  i campioni appartenenti a l l e  t r e  generazioni è s ta to  documentato 
il mantenimento d i  t r e  dei cinque ordinamenti a l t e r n a t i v i  presenti nei ceppi 
parental i  ovvero 2R+, 2Rjcu e 2Rd, mentre g l i  ordinamenti 2Rb e 2Rjbcu sono 
andati pers i  ; i n o l t r e  dal l 'ordinamento 2Rjcu s i  sono o r i g i n a t i  per crossing 
over due nuovi var ian t i :  2Rj e ZRcu, presenti con frequenze basse ne l l e  genera- 
z ion i  da noi esaminate. Solo i n  alcuni i nd i v i du i  e teroz igot i  per due o p i i i  
inversioni  è s ta to  poss ib i le  s t a b i l i r e  mediante l e t t u r a  d i r e t t a  se l e  inversio- 
n i  appartenevano o no a l l o  stesso omologo. S i  dovuto perciò procedere 
a l  l 'ana l i s i  del l e  frequenze distinguendo a l  l ' in terno del cromosoma 2 t r e  s is te-  
m i  d i  inversione: il sistema 2Rj con i due ordpamenti a l t e r n a t i v i  +J e j, il 
sistema 2Rd con i t r e  ordinamenti a l t e rna t i v i  + . d e cu e il sistema 2La con i 
due ordinamenti a l t e rna t i v i  +a ed a. I n  Fig.1 sono r i p o r t a t e  l e  frequenze degl i  
ordinamenti cromosomici osservate ne l l e  t r e  generazioni successive per ciascuno 
dei t r e  sistemi d i  inversione. S i  può notare che i n  t u t t i  e t r e  i sistemi g l i  
ordinamenti cromosomici standard vanno progressivamente aumentando ne l l e  t r e  
generazioni successive. 

Le frequenze car io t ip iche de l l e  t r e  generazioni sono r i p o r t a t e  i n  Tabella 1 
dove per ciascun sistema d i  inversione sono s ta te messe a confronto con l e  
frequenze attese secondo l ' e q u i l i b r i o  d i  Hardy-Weinberg. S i  può notare che g l i  
scostamenti sono dovuti a eccesso pressocché costante degl i  e te rocar io t ip i  e 
d i f e t t o  degl i  omocariotipi. La deviazione t r a  numero dei c a r i o t i p i  osserva o e !! atteso secondo l ' e q u i l i b r i o  d i  Hardy-Weinberg, saggiata col  t e s t  del X è 
r i s u l t a t a  s i gn i f i ca t i va  ne l l a  XXV generazione per il sistema 2Rj (P=0.005) e 
2Rd (P<<0,001), n e l l a  X X V I I  generazione per i sistemi 2Rd (P<0,001) e 2La 

Sistema 2Rd Sistema 2La 

r : . <  . . . .  . . . . . . . .  . . . . . .  . . .  :,. . . . . .  :.:. . .  .,>,...,. : .:,, ........ .... ..: . . .  

Fig .  1 - Frequenze degli  ordinamenti c r w s m i c i  a l t e r n i t i v i  per i t r e  sistemi d'inversione del cronosma 2 
i n  un ceppo d i  laboratorio di  Anopheles gcnbiae S.S.. l cmpioni appartengono a t r e  diverse generazioni. 
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(P=0,04) e n e l l a  X X V I I I  generazione per il sistema 2La (P<t0,001). 
Un d iscorso a p a r t e  mer i ta  i n f i n e  1 ' a n a l i s i  del  tasso d i  e teroz igos i  pre- 

sente ne i  t r e  campioni. S i  è i n f a t t i  no ta to  che t a l e  va lore  diminuisce per i 
sistemi 2Rj e 2Rd e aumenta per  il sistema 2La. T a l i  andamenti oppost i  c i  hanno 
tndot to a calco1 are l a frequenza medi a d i  e teroz igos i  . Abbi amo qu ind i  constata- 
t o  che, pur variando l ' e t e r o z i g o s i  t r a  un sistema d i  invers ione e l ' a l t r o  e, 
ne l l 'ambi to  d e l l o  stesso sistema, t r a  una generazione e l ' a l t r a ,  il va lo re  d i  
eterozigosi  media per generazione rimane costante i n t o r n o  a l  52%. 

I r i s u l t a t i  qu i  espost i  concordano ne l1  ' i n d i c a r e  il mantenimento de l  p01 i - 
morfismo cromosomico i n  ceppi d i  l a b o r a t o r i o  anche quando esso è prodot to  da 
ordinamenti a l t e r n a t i v i  d e r i v a n t i  da popolazioni d iverse  per o r i g i n e  geograf ica 
e non completamente panmi t t i c h e .  

I cambiamenti d i  frequenze osservat i  n e l l e  t r e  generazioni possono essere 
i n f l u e n z a t i  da f a t t o r i  q u a l i  o r i g i n e  d i  nuove associaz ioni  per e f f e t t o  d e l l o  
scambio, i n e v i t a b i l i  fenomeni d i  deriva, d i f f e renza  ne i  v a l o r i  a d a t t a t i v i  t r a  i 
c a r i o t i p i  r i s p e t t o  a l l e  cond iz ion i  d i  labora tor io .  T a l i  cambiamenti d e l l e  
frequenze, t u t t a v i a ,  sembrano non in f luenzare  l a  frequenza media d i  e teroz igos i  
che s i  è mantenuta i n t o r n o  ad un va lore  pressocché costante. I d a t i  sembrano 
confermare un r u o l o  importante d e l l a  sovradominanza marginale d e l l ' e t e r o z i g o t e  
s i a  per il mantenimento de i  pol imorf ismi ,  s i a  per spiegare a lcun i  de i  cambia- 
menti d i  frequenze osservat i .  I n  p a r t i c o l a r e  l 'aumentq progressivo i n  frequenza 
del l 'ord inamento Z L + ~  appare legato  a l  vantaggio d e l l l e t e r o c a r i o t i p o  i n  quanto 

a a 
l ' omocar io t ipo  2Lt  /t r i s u l t a  pressocche assente e pe rc iò  presumibilmente 
svantaggiato almeno n e l l e  nos t re  cond iz ion i  d i  labora tor io .  

Tabella 1. - Fm+mze pmtuli oasvdc isqra) e a t t e  (rotto) W c a l b i p l  pe. l diversi sistmi di imaiaa ncl cm 
~ 6 m 2 I n f a ( n c d i  r n q d t  labastrr(odiPmpr1agsiblirs.s.. Icsplmt gpatei ipDatrtdivengmmdor(.  
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INVERSIONE 

Di Deco (a) & H.Tran Duc (b)  

IN  UNA POPOLAZIONE LABORATORIO 

I s t i t u t o  d i  Pa rass i to log ia  (Faco l ta  d i  Medicina), Un ive rs i t à  d i  Roma "La 
Sapienza", Roma 
I s t i t u t o  d i  Ma la r i o log id  d i  Hanoi, V ie t  Nam 

Int roduzione 

I 1  pol imorf ismo cromosomico per i n v e r s i o n i  paracentr iche è mol to  d i f f u s o  
i n  d iverse  specie d i  Ano fe l i n i  ed è s t a t o  s tud ia to  s i a  i n  cond iz ion i  n a t u r a l i  
che d i  l abo ra to r i o .  Anopheles stephensi s i  è d imostrato par t i co la rmente  adat to  
a  s t u d i  d i  l a b o r a t o r i o  che hanno permesso d i  ev idenziare l e  r e l a z i o n i  
f i l o g e n e t i c h e  con l a  specie a f f i n e  An.superpictus ( 1  ), d i  descr ivere  l a  
d i s t r i b u z i o n e  geograf ica d i  d i v e r s i  v a r i a n t i  cromosomici (2 )  e  i n f i n e  d i  
s t a b i l i r e  l e  r e l a z i o n i  t r a  quest i  v a r i a n t i  e  a l cun i  mode l l i  d i  comportamento 
(ved i  (3 )  per  una b i b l i o g r a f i a  d e t t a g l i a t a ) .  I 1  pol imorf ismo p i ù  ampiamente 
s tud ia to ,  s o p r a t t u t t o  da quest 'u l t imo punto d i  v i s ta ,  è s t a t o  il 2Rb/+ che 
sembra anche essere f i n o  ad oggi il p i u  d i f f u s o .  Questo pol imorf ismo insieme a l  
2Lc/+ è s t a t o  da no i  preso i n  esame e  d e s c r i t t o  i n  questa nota paPticolarmente 
i n  re laz ione  a i  tempi d i  sv i luppo l a r v a l e  i n  cond iz ion i  d i  l abo ra to r i o .  

M a t e r i a l i  e  Metodi 

I r i s u l t a t i  qu i  espost i  sono s t a t i  o t t e n u t i  con il ceppo De lh i  1971 (2)  i n  
allevamento presso l ' I s t i t u t o  d i  Parass i to log ia .  Tale ceppo è c a r a t t e r i z z a t o  
da l  l a  presenza d i  due pol imorf ismi : il 2Rb/+ e  il 2Lc/+. Sono s t a t e  esegui te 
cinque consecut ive generazioni d i  l a b o r a t o r i o  da c u i  sono s t a t i  e s t r a t t i  
a l t r e t t a n t i  campioni d i  a l a t e  femnine con numerosità, n e l l ' o r d i n e ,  p a r i  a  120, 
87, 104, 137 e  142. I cromosomi p o l i t e n i c i  o v a r i c i  d i  t a l i  campioni hanno 
permesso l ' a n a l i s i  de i  due po l imor f i smi  present i .  Mentre il primo campione è 
s t a t o  a l l e v a t o  i n  cond iz ion i  standard, g l i  a l t r i  q u a t t r o  sono s t a t i  o t t e n u t i  i n  
cond iz ion i  p i ù  c o n t r o l l a t e  e  c ioè  con d e n ~ i t à  l a r v a l e  p i ù  bassa corr ispondente 
a  120 l a r v e  per bacina ( l  l a r v a  per  3  cm d i  s u p e r f i c i e )  e  separando l e  a l a t e  
per  g i o r n i  d i  s fa r fa l lamento  i n  modo da f o r n i r e  l o r o  il pasto d i  sangue e n t r o  
due g i o r n i  da l  l o  s fa r fa l lamento  stesso. 

Lavoro eseguito nrll'aibito di prograiii finanziati da C.N.R. e I.P.I. 



Risultati 

La frequenza percentuate degli ordinamenti 2Rb e 2Lc nelle cinque 
generazioni, diagrammata in Figura 1 indica che i due polimorfismi si aggirano 
intorno a valori medi piuttosto diversi essendo i l  2Rb pari al 53,90% e i l  2Lc 
pari al 34,00%. Inoltre, mediante test di omogeneità sono state evidenziate 
forti oscillazioni (P << 0,001) nella frequenza del 2Rb nelle successive 
generazioni mentre la frequenza $e1 2Lc appare molto pia stabile (P < O,6O). 
Saggiando, mediante i l  test del X , l 'equilibrio di Hardy Weinbergh per i due 
sistemi di inversione nei cinque campioni, è risultato che la distribuzione dei 
cariotipi osservata per i l  sistema 2Lc è sempre in accordo con i valori attesi 
mentre la distribuzione dei cariotipi 2Rb mostra un forte eccesso di 
eterozigoti nel primo campione (P < 0,001 ) e un eccesso significativo anche se 
di minore entita nel quinto campione ( P  < 0,05). 

Nella Figura 2 sono riportate le frequenze percentuali degli ordinamenti 
2Rb e 2Lc per tre delle quattro generazioni ottenute con allevamento 
controllato. Ogni singola generazione è stata suddivisa secondo i giorni di 
sfarfallamento: sfarfallamento precoce che comprende 1 O ,  2" e 3' giorno e 
sfarfallamento tardivo che comprende i giorni successivi al 3". I dati mostrano 
un andamento costante in tutte le tre generazioni con una diminuzione 
significativa (P < 0,01, P 0,05 e P C 0,Ol) della frequenza dell 'ordinamento 
2Rb nell 'ultima parte dello sfarfallamento. L'ordinamento 2Lc invece. non ha 
mostrato nelle diverse generazioni un andamento costante. Solo in una delle tre 
generazioni di laboratorio si osserva un aumento significativo (P < 0,001) 
dell 'ordinamento nell 'ultima parte dello sfarfallamento. 

lo-3O giorno 
4O-5" giorno 

Generazioni Generazioni Generazioni 

Figura 1 Figura 2 

Fig. 1 - Frequenze percentu-ali degli ordinamenti cromosomici 2Rb e 2Lc in 
campioni di alate femmine appartenenti a cinque generazioni successive 
di un ceppo di l ~boratorio di -. 

Fig. 2 - Frequenza degli ordinamenti 2Rb e 2La in campioni di alate femmine 
appartenenti a tre generazioni di laboratorio di un ceppo di Anopheles 
stephensi. Ogni campione è stato suddiviso in due sottocampioni secondo 
i l  periodo di farfallamento: sfarfallamento precoce 1 2" e 3" 
giorno) e sfarfallamento tardivo (4' e 5' giorno). 



nclusioni 

Sembra, i n  conclusione che entrambi i polimorfismi abbiamo valore 
ds t ta t i vo  i n  condizioni d i  laboratorio. Tuttavia, i due polimorf ismi sembrano 
vere un s ign i f i ca to  diverso i n f a t t i  mentre il 2Rb/+ è soggetto a l  fenomeno 

drl l 'eccesso d i  eterozigot i ,  come g ià  notato per a l t r e  specie d i  Anopheles (4) 
I l  2Lc/+ non presenta mai questo fenomeno. almeno ne l l e  nostre condizioni d i  

! 

rilevamento. I n o l t r e  l ' o rd inawn to  2Rb, contrariamente a l  2Lc. ha mostrato una 
chiara relazione con i tempi d i  sviluppo la rva le  i n  accordo con quanto g ia  
precedentemente mostrato da Coluzzi (5). E '  s ta ta  osservata i n f a t t i  una 
frequenza p i ù  elevata d i  questo ordinamento t r a  l e  a la te  che, a p a r i t à  d i  
schiusa hanno uno sviluppo preimaginale p i ù  rapido. quest'ultima osservazione 
potrebbe f o r n i r e  l a spiegazione de l l e  f o r t i  osc i l l az ion i  osservate per 
l 'ordinamento 2Rb nel l e  successive generazioni d i  laboratorio. E' i n f a t t i  
possibi le amnettere che l e  oviposiz ioni  da cu i  s i  è or ig inata ciascuna de l l e  
nostre generazioni non siano s ta te  rappresentative d i  t u t t a  l a  generazione 
parentale presente ne l l a  gabbia d i  allevamento ma siano provenute soprat tut to 
da a la te  s f a r f a l l a t e  per prime quando s i  è reg is t ra ta  una frequenza 
del1 'ordinamento 2Rb p i ù  elevata e da a la te  s f a r f a l l a t e  p iù  t a r d i  quando 
viceversa s i  è reg is t ra ta  una frequenza del 2Rb p i i i  bassa. 
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sono s ta te eseguite principalmente nel v i l l agg io  d i  Mandina Ba, non ldntano 
da l l a  foce del fiume Gambia e  i n  due p i c c o l i  v i l l a g g i  (Ker Madi e  Balingho) 
presso Farafenni. Sono s t a t i  pos t i  a  confronto campioni r a c c o l t i  i n  pa ra l l e l o  
i n  diverse s i tuaz ion i  o  con d ivers i  metodi d i  cat tura come ind icato qui d i  
seguito: A) cat ture diurne i n  ab i taz ion i  umane; B )  cat ture diurne i n  r i cove r i  
esterni;  C) cat ture diurne i n  r i cove r i  per bovini  ed equini; D) cat ture not tur -  
ne su uomo a l l 'es terno e  a l l ' i n te rno ;  E) cat ture notturne su bovini  a l l ' e s t e r -  
no. Le zanzare ottenute con cat ture diurne (A, B, C )  sono s ta te  dissezionate 
nel pomeriggio de l l o  stesso giorno prendendo i n  esame solo l a  f razione del 
campione che aveva punto l a  not te  precedente e  il cu i  sviluppo ovarico r i s u l t a -  
va a l  1x1-IV stadio d i  Christophers. D i  queste zanzare è s ta to  prelevato il 
residuo d i  sangue nel l ' in tes t ino  per l ' ident i f icaz ione del l 'ospi te mentre l e  
ovaie sono s ta te f i s sa te  per l a  preparazione dei  cromosomi p o l i t e n i c i .  Le 
zanzare ottenute da l l e  cat ture notturne (D, E), molte de l l e  qual i  digiune, sono 
s ta te  n u t r i t e  su po l l o  durante l a  stessa not te  e  mantenute i n  condizioni clima- 
t i c h e  o t t ima l i  per favor i re  un normale sviluppo ovarico f i n o  a l  111-IV stadio 
d i  Christophers e  consentire così l a  preparazione dei cromosomi p o l i t e n i c i .  

R i s u l t a t i  e  Discussione 

Le indagini  sono s ta te eseguite durante l a  stagione de l l e  piogge neg l i  
anni 1980 e  1981 esaminando complessivamente o l t r e  12000 zanzare. La frequenza 
d i  An.melas è r i su l t a ta ,  nei campioni r a c c o l t i  a l  l ' interno del l e  abi tazioni ,  
mediamente del 7% a  Mandina Ba e  del 40% ne l l a  zona d i  Farafenni. Variazioni 
altamente s i gn i f i ca t i ve  sono s ta te osservate i n  ciascuna de l l e  due l o c a l i t à  i n  
rapporto a i  d ivers i  t i p i  d i  campionamento. Ta l i  var iàz ion i  sono i n  l i nea  d i  
massima concordanti nel confermare una elevata z o o f i l i a  ed e s o f i l i a  i n  An.melas 
(4). I n  base a i  d a t i  r e l a t i v i  a l1  ' ident i f icazione del pasto d i  sangue nei 
campioni r a c c o l t i  ne l l e  abi tazioni ,  l a  tendenza d i  An.melas a  n u t r i r s i  su 
bestiame sarebbe non p i ù  d i  quattro vo l te  maggiore r i spe t to  a  quel la  d i  
An.gambiae. La di f ferenza t r a  l e  due specie r i s u l t a  t u t t a v i a  grossolanamente 
sottostimata da questo t i p o  d i  campionamento i n  quanto An.melas che punge 
a l1  'esterno su animali (prevalentemente bovini  ed equini ) ha una p robab i l i tà  
molto p i ù  bassa d i  An.gambiae d i  andare a  r iposare n e l l e  ab i taz ion i  umane 
(endof i l ia ) .  I n f a t t i  l e  cat ture eseguite a  Ker Madi su animali a l l 'es terno 
mostrano un rapporto medio d i  1  gambiae per 20 melas mentre nel campione 
pos i t i vo  per sangue d i  animali cat turato z l l ' i n t e r n o  de l l e  ab i taz ion i  n e l l o  
stesso periodo il rapporto è d i  1  gambiae per 0,6 melas. Pertanto se l a  proba- 
b i l i t à  d i  An.gambiae d i  entrare ne l l e  abi tazioni  è 1  quel la d i  An.melas r i s u l t a  
essere i n f e r i o r e  a  0,05. Tenendo conto quindi del diverso comportamento endofi- 
l o  de l l e  due specie, l a  z o o f i l i a  d i  An.melas sarebbe almeno 10 vo l t e  p i ù  
elevata d i  quella d i  An.gambiae come d ' a l t r a  parte è ind icato da l l e  cat ture i n  
para l le lo  su uomo e  su bovino. 

Questo comportamento zoo f i l o  ed eso f i l o  d i  An.melas non è t u t t a v i a  un i for -  
me prendendo i n  esame i var ian t i  cromosomici i n t raspec i f i c i .  I campioni esami- 
n a t i  sono r i s u l t a t i  po l imor f i c i  per 5 diverse invers ion i  paracentriche, due 
de l l e  qual i  molto ra re  e  t u t t e  con frequenze car io t ip iche  sostanzialmente i n  
accordo con l ' i p o t e s i  d i  una singola un i tà  panmitt ica ne l l ' a rea  d i  studio. 
L' inversione 2Rn è l a  p i ù  frequente e  quella p i ù  interessante i n  rapporto a l l e  
eterogeneità sopra menzionate. Questa inversione sembra i n f a t t i  associata i n  



CAMPIONI TOTALE +n/+n +"/n n/n 
N % N % N % 

Catture notturne 
uomo a l1  ' in terno 225 108 48,OO 102 45,33 15 6,67 
uomo a l  l 'esterno 236 134 56,78 90 38,14 12 5.08 
bovino a l  l 'esterno 543 270 49,72 222 40,88 51 9.39 

Catture diurne ne l l e  ab i taz ion i  
sangue umano 159 81 50,94 69 43,40 9 5.66 
sangue animale 152 59 38,82 73 48,03 20 13.16 ............................................................................... 

2 
X = 19,39 P = 0,Ol 

qualche modo con una maggiore z o o f i l i a  e forse anche con una maggiore endo f i l i a  
(vedi anche 4 e 5). I n  par t ico lare i da t i  r acco l t i  a Ker Madi, r i p o r t a t i  n e l l a  
Tabella 1, indicano una frequenza dei por ta to r i  dell'ordinamento 2Rn meno 
elevata nel campione cat turato su uomo a l l 'es terno r i spe t to  a l  campione cat tu-  
ra to  su bovino ne l l e  stesse condizioni e questa tendenza r i s u l t a  chiaramente 
confermata dal confronto dei campioni ca t t u ra t i  ne l l e  abi tazioni  e separati i n  
rapporto a l l ' i den t i f i caz ione  del pasto d i  sangue. Volendo calcolare su ciascun 
car io t ipo  l ' i n d i c e  d i  puntura su uomo quento r i s u l t a  par i  a 0,58 negl i  omoca- 

n n r i o t i p i  + /+ , 0.49 neg l i  e te rocar io t ip i  + /n e 0,31 neg l i  omocariotipi n/n. 
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VALIDITA' DI UN TEST EIA NELLA DETERMINAZIONE DEGLI ANTICORPI IgG 
ANTT-TOXOPLASMA NELLA PREVENZIONE PRECONCEZIONALE 

Servizio di Micrdbiologia, Ospedale Regionale, Treviso 

Riassunto - Nell'attuale diagnostica preventiva di infezione toxo- 
plasmica materno-fetale è importante disporre di metodi di scree- 
ning di massa, da utilizzare nelle donne fertili in fase pre-grac 
vidica. Tra le tecniche diagnostiche 5 migliore quel test capace 
di discriminare i pih bassi,ma sicuri titoli anticorpali. 
Si è preso in considerazione un test del commercio (EZI-TOXOK) e 
si riferiscono prove volte ad utilizzarlo in modo migliore nella 
area "border-line" . 

Sierological screening methods are a very important t001 for 
prevention of congenita1 toxoplaamosis when employed in fertil 
women before pregnancy. 

The methods able to detect the lowest, however quite sure, 
anti-toxoplasma antibody levels are to prefer for this purpose. 

We report our evidences regarding a new commercia1 kit (ETI- 
TOXOK) and its employment in bordercline range. 

Introduzione 

L'infezione da T.gondii è una delle più diffuse nell'uomo e 
negli animali, essa interessa secondo le statistiche 11 25-75$ e 
oltre della popolazione adulta sana. 

Allo stato attuale la diagnosi di infezione toxoplasmica è 
compito del laboratorio e pub essere posta con : - metodi diretti che comprendono isoLamento e identificazione del 
protozoo dal materiale biologico - metodi indiretti a) immunologici (siero-morali, cellulari) 

b) istologici 
In Italia, come in altri paesi, la diagnosi è fondamentalmente 



sierologica e - nelle donne i campi di applicazione sono: fertili: a) profilassi preconcezionale 
b) controllo durante la gravidanza - nei neonati: toxoplasmosi connatale - nei soggetti di ogni età: toxoplasmosi acquisita 

I1 ridotto interesse per la patologia dell'adulto, unito ad 
una più reale valutazione del rischio di infezione nella donna in 
gravidanza, hanno spostato l'interesse del microbiologo verso la 
toxoplasmoei materno-fetale e sua prevenzione. Cib si è tradot3.o 
nell'attuale aumento di richieste di esami sierologici per la pro- 
filassi gravidica ponendo la necessità di adottare sistemi di scree 
ning di massa in grado di rispondere a queste esigenze, di accerta- 
re prioritariamente cioè se esiste o meno uno stato acquisito di 
immunizzazione. 

E' noto che un test di screenig deve possedere: 
-buona specificità -buona sensibilità per rilevare i più bassi, 
ma sicuri, livelli anticorpali, dovendosi evitare i falsi poaitivi 
non più correggibili -buona riproducibilità del dato -sempli- 
cità tecnica, basso costo. 

Allo scopo di identificare nell'ambito delle tecniche diagno- 
stiche,quelle più adatte a rilevare i più bassi contenuti di I& 
specifiche, viene preso in esame il test immunoenzimatico EIA. 
I1 fine è di valutare il grado di rilevamento del metodo, nel li- 
mite inferiore, delle unità sicuramente protettive che oggi è at- 
testato per le tecniche siero-immunologiche più comuni ancora in- 
torno alle 30 ~.~./ml. Capacità di identificazioni più basse si 
riconoscono solo per il dye-test, non usato di routine. 

EIA è una tecnica lineare standardizzabile, più sensibile e 
più specifica delle tecniche end-point, mentre precisione ed ac- 
curatezza sono identiche a quest'ultime. 

Materiali e Metodi 

Nel nostro Laboratorio da tempo è in uso, il sistemaEIA pro- 
dotto dalla Ditta Sorin Biomedica (ETI-TOXOK). 
L'esecuzione del test prevede la diluizione dei campioni 1:5000, e 
lettura dei risultati contro una curva di taratura costruita con 
una serie di standard da 15 a 1500 U.I./ml (TOXO-STD-SET). 
Accanto a ETI-TOXOK I@ è eseguito di routine il test di aggluti- 
nazione diretta (A.D.) per.completamento e conferma del dato. 
Cpmndo i risultati appaiono discordanti o non correlati il riferi- 
mento è fatto con IFA e Rye-Test. 

Nel corso degli esami compiuti, è apparso evidente che il 
test, eseguito secondo la procedura analitica suggerita dalla dit- 
ta produttrice, mentre è correlato per i valori medio-alti, crea 
problemi nell'area bassa della curva, indicando unità EIA superio- 
ri al reale titolo anticorpale owero dando qualche falso negativo 
in confronto con il dye-test. 

L'idea di poter migliorare le possibilità di questo metodo 



noenzimatico nellearea bassa, si è intuita quando, per motivi 
d i  ordine pratico (leoccasionale esaurimento dei reattivi del TOXO 
WD-SET per costruire la curva 15-1500 u.~./ml), si è eseguito il 
trwt allestendo una curva di' taratura con 3 punti dati dal contro1 - 
t n positivo (150 U.I./ml) e il controllo negativo forniti dalla 
ditta e 1 punto intermedio (30 u.~./ml) ricavato da questi,ottenen 
do una espansione della curva nella parte medio-bassa dei valori. 
Cib ci ha indotto a ritenere dopo consigli ed accordi con il grup- 
po di Ferrara, pervenuti per altre vie alla stessa conclusione, 
c!he si sarebbe ottenuta una maggiore Bifferenziazione dei campio- 
nx "border" variando non solo la curva standard ma anche il fatto- 
ce di diluizione dei sieri da esaminare 1:500. 
mesti accorgimenti avrebbero consentito di migliorare la sensibi- 
11th del metodo con conseguente maggiore discriminazione dei sieri 
nellearea border-line, senza variazione della specificità. 

In pratica e in accordo con gli altri operatori delleindagine 
policentrica, la procedura analitica al termine della sua modifica 
prevedeva diluizione dei sieri in esame 1:500 (anzichè 1:5000) e 
lettura contro una curva standard ai punti 15, 30, 75, 150 ~.~./ml. 
I campioni che fossero risultati fuori scala sarebbero stati rite- 
stati dopo opportuna diluizione con siero sicuramente negativo. 

Si è concordata la raccolta di 91 sieri opportunamente sele- 
zionati nei centri di Treviso, Ferrara, Palermo con concentrazio- 
ni definite *lbordert' di IgG anti-toxoplasma (10-30 U.~./rnl) con 
le seguenti metodiche: IFA, AD,Dye-Test. 
Tutti i campioni sono stati eseminatj in cieco. 

I risultati complessivi delleindagine saranno oggetto di una 
nota cumulativa, qui vengono riferiti solo i dati del centro di 
Treviso ritenuti significativi per la loro omogeneità e correlazio 
ne. 

Risultati 

I1 confronto delle curve di riferimento ottenute con la tec- 
nica operativa fornita dalla ditta e quella qui proposta è espres- 
so nelle figure 1-2 in cui in ordinata è riportata la klensità atti 
ca (D.O.)a 492 nm.ein ascissa la concentrazione degli standard e- 
spressa in U. 1./ml. 
Più in dettaglio,se consideriamo la D.O.come parametro coatante 
nei due &iagrammi,si osserva che nella figura 1,nelleambito del 
range di D.O. 0.100-1.000 si distribuiscono i valori fino a 400 
U.I./ml,mentre nel grafico 2 a D.O.=1.000 corrispondono 65-70 U.I. 

Per questa diversa sensibilità,nella curva costruita sugli 
standard 15-1500 U.I./ml,modeste differenze di D.O. comportano 
specie nelleambito basso: 1) non completa riproducibilith degli 
standard: 2) notevoli variazioni di concentrazione e quindi di 
significato tra i capipioni in esame. 

I1 notevole ampliamento della curva ottenuto con la diluizio - 
ne 1:500 si traduce invece in più sicura differenziazione nello 



Fig. 1 - Curva di taratura con diluizione 1:5000 
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Discussione 

Dalleesperienza del laboratorio di Treviso il test EIA (ETI- 
TOXOK), eseguito secondo i criteri previsti per una più ampia di- 
stinzione nelllambito dei titoli deboli di IgG specifiche (dilui- 
zione dei sieri 1:500 e curva fino a 150 U.I./ml) ha fornito buo- 
ni risultati in assoluto e in confronto con i test di riferimento, 
tale da essere proficuamente utilizzato come test di screenig. 

Ci sembra tuttavia sempre consigliabile, secondo i principi 
generali delleindagine di massa, abbinare al test EIA un altro 
test per un confronto reciproco, che per nostra esperienza, identi- 
fichiamo con lsagglutinaeione diretta nelle sue varie modalità di 
impiego. 
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IWEYIONE ACCIDENTALE DA CRYPTOSPORIDIUM SP. NELL'UOMO IN LABORATORIO : SEGNALA- 
'IONE DI UN NUOVO CASO 

,, Visconti (a),G. Canestri-Trotti (a) & S. Pampiglione (b) 

( 3 )  Istituto di Malattie Infettive,Profilassi e Polizia Veterinaria (Facoltà di 
Medicina Veterinaria), Università di Bologna 

(h) Cattedra di Parassitologia (Facoltà di Medicina Veterinaria), Università di 
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giassunto.- Si descrive un caso d'infezione da Cryptosporidium sp. occorso acci- 
dentalmente in laboratorio in uno degli autori in cui si é potuto confermare la 
diagnosi anche mediante l'infezione sperimentale di topini a partire da oocisti 
eliminate dal paziente. 

Summary (An accidental laboratory infection in man with Cryptosporidium sp.: a 
new case report).- The authors report an accidental laboratory infection of one of 
the authors with Cryptosporidium sp. The diagnosis has been proved with experimen- 
tal infection of mice using oocysts eliminated from the patient. 

Introduzione 

I protozoi del genere Cryptosporidium hanno acquisito improvvisa notorietà 
in questi ultimi anni,dopo che alcuni autori hanno incominciato a riconoscerne 
il ruolo patogeno nelle diarre neonatali bovine (1) ed ora sono considerati cau- 
sa di diarrea in numerose specie animali,uomo compreso. 

I1 primo caso umano di criptosporidiosi é stato osservato negli Stati Uniti 
nel 1976 (2) e ad esso, hanno fatto seguito, fino all'ottobre 1983 le segnalazio- 
ni di altri 95 casi di cui 1 anche in Italia (3 ,4) .  

Scopo di questa comunicazione é quello di riferire su di un caso di infezio- 
ne da Cryptosporidium sp. occorso accidentalmente in laboratorio,in persona in 
buona salute (uno degli autori),in cui si é confermata la diagnosi anche con una 
infezione sperimentale realizzata in topini a partire da oocisti eliminate dal 
paziente. 

Materiali e Metodi 

La sintomatologia acuta é esplosa in un soggetto di sesso femminile 27enne 
dopo circa 52 ore dall'esposizione al possibile contagio (infezione accidentale 
durante la preparazione di campioni di feci bovine positive per Cryptosporidium 
sp.) ed é stata caratterizzata da :nausea,borborigrni,sonnolenza e dolori addomina- 
li molto forti,a crisi di breve durata,senza diarrea.Al ZOgiorno si é manifestato 
un attacco di diarrea acquosa ed essendosi subito sospettato un nesso tra diarrea 



e manipolazione di feci contenenti oocisti di Cryptosporidium 
ad un esame delle feci e delxa formula leucocitaria,dove si é 

sp. ,si é proceduto 
rilevata una modica 

neutrofilia.Tra il Z0 e il 3"giorno si é osservato un lieve rialzo febbrile (37,2 
OC)durato poche ore ed il persistere dei dolori addominali,sempre a crisi ripetu- 
te e molto intense. Alla fine della terza giornata,la sintomatologia diarroica é 
scomparsa e le manifestazioni dolorose si sono notevolmente attenuate. Al 4Ogior- 
no ogni sintomo 6 scomparso,permanendo solo un lieve stato dtinappetenza,seguito 
da un breve periodo di coetipazione. 

Campioni fecali sono stati raccolti per 20 giorni a partire da circa 22 ore 
dall'inizio della sintomatologia e aa circa 74 ore dalla presunta infezione. 

I campioni fecali sono stati esaminati previe arricchimento per sedimenta- 
zione e flottazione con liquido di Sheather e realizzazione di strisci di mat;e- 
riale fecale,arricchito per sedimentazione,colorati con metodi di Ziehl-Neelsen 
modificato ed Heine. 

I campioni positivi,addizionati a bicromato di potassio al 2,5%.e conservati 
a 4OC per 103 giorni (5),sono stati impiegati per le prove d'infezione sperimen- 
tele in topini.Tale materiale,al momento dell'utilizzazione,é stato sottoposto a 
3 ripetuti lavaggi in acqua e 0,l m1 di sedimento fecale é stato somministrato 
per via orale a 5 topini,appena divezzi,di una stessa nidiata,risultati fino ad 
allora coprologicamente negativi per oocisti di Cryptosporidium sp. Ugualmente 
negativi sono risultati la madre ed altri 2 topini della stessa nidiata che sono 
stati tenuti di controllo.Tutti i topini sono stati esaminati coprologicamente 2 
volte al giorno e 7 giorni dopo l'inoculazione sono stati sacrificati.Gli inte- 
stini,dal duodeno al retto,sono stati immediatamente fissati in formalina tampo- 
nata e con essi si sono allestiti preparati istologici. 

Risultati 

Sono risultati positivi per oocisti di Cryptosporidium sp. i campioni di fe- 
ci del soggetto colpito prelevati dal Z 0  al 7 O  giorno dalla comparsa dei sintomi 
e ci06 dal lo giorno di manifestazioni diarroiche;rare oocisti si sono reperite 
nei campioni da11'8O al 14°giorno e negativi i campioni successivi. 

Dei topini infettati sperimentalmente,4 sono risultati positivi per oocisti 
di Cryptosporidium sp. comparse nelle feci dopo 3 giorni dal pasto infettante,fi- 
no alla soppressione. Uno dei 5 topini infettati é morto circa 40 ore dopo il pa- 
sto infettante.Gli esami coprologici nei topini di controllo e nella madre si so- 
no mantenuti negativi per tutta la durata delle prove. Gli esami istologici sono 
risultati positivi per 4 dei 5 topi infettati,mentre in quello morto dopo 40 ore 
e nei topi di controllo sono risultati negativi. 

Discussione 

Questo caso non si é discostato sostanzialmente nel suo decorso da quello os- 
servato in precedenza nel nostro Istituto (4) e sembra anche avere notevoli ana- 
logie,per quanto riguarda le manifestazioni cliniche,con quanto riferito da altri 
autori,che hanno ee@mlato casi simili in persone immunocompetenti (6,7,8). 

L'infezione acquisita da materiale di provenienza bovina e trasmessa a topi, 
ronferma la scarsa specificità di questo protozoo,almeno nei mammiferi (9).~'av- 
vrnutn infozione,maLgrado le norme di precauzione igieniche abituali,seguite dal 
iogget;t:o colpito,durante la manipolazione dei campioni fecali di bovini infetti, 



<iiamstra l'estrema facilita di contagio ed impone,per chi lavora in laboratorio 
.:m tale parassita,estrema attenzione. 
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RESUME : La fréquence de la pnemnie à Fneumxystis carinii est liée au nanbre 
croissant de patients immuiodéprimés. Nous réalisons le diagnostic de certitude 

par la coloration de Chalvardjian et Grawe après prélèvmt par lavage bronchc- 

alvéolaire . 
XMWRY : Incidence of Fneumocystis carinii pnemnia is actuaily higher. This 

fact is related to the more frequent patients with immuicdeficiency. The Chal- 

vardjian and Grawe stain after bronchopUlm0na-y lavage is our mthcd of direct 

positive diagnosis. 

I M n O W r n O N  

La place taxonanique de Pneumxystis carinii, Delan& et De1anc.S 1912, est 

encore mai définie. La majorité des auteurs pense que c'est un protozoaire qui 

vit habituellemnt dans l' alvéole puimonaire de nanbreux mcmmifères. La baisse 

de lthmmité pemt sa multiplication et le rend pathcgène. 

En patholcgie hwnaine, Pneumxystis carinii ccnipe une place de plus en 

plus importante en raison du nanbre croissant de malades irmnuicdéprimés ( 3  ). La 
population à risque est constituée par les noweaux nés prématwh, les déficits 
immuiitaires congénitaux, surtout les cancéreux sous chimiothérapie ou radiothé- 

rapie, récemnent les sujets atteints de S.I.D.A. 

Le diagnostic de pdsanption est, en général sur un terrain à risque, l'ap 

parition d'une insuffisance respiratoire progressive avec à la radiographie un 
infiltrat rétinil+ncdulaire bilatéral prédcpninant aux hiles. 

Le diagnostic de certitude repose sur la mise en évidence du parasite qui 
se présente sous deux foms : 

- des foms à paroi mince que certains appellent "trophozoltesv de très pe- 
tite taille (2 p de didtre ). Elles sont très difficilmt identifiables 

dans un but diagnostique. 

- des foms à paroi épaisse ou kystes dont il existe plusieurs aspects. 
C1est la mise en évidence de ces kystes qui pemt le diagnostic. 



LE PRELGVEMENT 

La mise en évidence des kystes est conditionnée par la qualité du prélève- 

m t .  Tous les auteurs s'accoràent pour considérer le lavage bmnchoalvéolaire 

rane la technique la plus adaptée. La biopsie pulmonaire donne également de 
bons résultats mais nlest pas toujours réalisable. Quant aux expectorations ou 

à l'aspiration bmnchique il est illusoire de vouloir y rechercher le parasite 
(2 1. Le prélèvement sera traité différemnent stil s'agit de biopsies ou de li- 
quide~. Pour les biopsies, on séparera deux fragments. L'un destiné à l 'examen 
histolcgique montre dans les cas pocitifs une alvéolite spécifique avec exsu- 

dats en nid d'abeille ; avec l'autre fragment on pratique des appositions sui. 

lame. Pour les liquides de lavage, après centrifugation à 2500 tours/mn pendant 

5nm, on dépose le culot sur lame et on laisse bien sécher avant fixation. 
L ' IDENPIFIGATION 
Nous avons caparé les différentes techniques dtidentification pour déter- 

miner la plus fiable, la plus facile et la plus rapide d'exécution (6). Dans ce 

but nous provoquons selon le pmtocole de MOJON ( 5) une maladie expérimentale 
chez le rat blanc par injection d'acétate dvhydrccortisone à la dose de 125 W/ 
kg, 2 fois par semaine pendant 8 semaines avec addition à l'eau de boisson d'e 

xytétracycline à la dose de 50 rq/100 ml d'eau. 

P& les techniques décmtes nous retenons : 

- la coloration de CHALVAIIDJIAN et GRAWE (1  ) dont nous rappelons la réali- 

sation : 

Matériel 
Le Réactif de sulfatation 

On prépare du Wet Ether à partir de 25 m l  d'éther sulfurique et de 10 ml 

d'eau déminéralisée dans une ampoule à dkanter. AprPs agitation vigoureuse la 
séparation en deux phases s 'effectue. Après élimination de la phase aqueuse et 

de quelques ml de phase éther, on obtient le Wet Ether. On dispose 25 m l  de Wet 

Ether dans un kipient placé dans de la glace pilée et on laisse filer très 

lentement le long d'une baguette de verre 25 m l  d'acide sulfurique concentr-6. 
On obtient ainsi le réactif de sulfatation qui se conserve plusieurs mois à +40 
dans un flacon bien clos. 

La solution de Bleu de Toluidine O ccsnprend : 

Bleu de Toluidine O pulvérisé 32 W 
Eau d&ninéralisée 60 nil 

Acide chlorhydrique 1 N 2 ml 

Alcool absolu 140 ml 

Méthcde : On colore en temps une lame thin positif 

F o m l  à 10 % fixation 10 mn 
Réactif de culfatation 5 mn 
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Eau courante - lavage 3 m 
Bleu de Toluidine O 3 mn 
Alcool isopmpylique 3 bains rapides 

Xylène 2 bains 

Montage au Ba~mie  du Canada 
Apds repérage à l 'objectif 40, cfest à l 'objectif 1M) (xl000) que l'ori 

visualisera l e s  2 Srpes de kystes de couleur violet pourpre sur un fond bleu. 

Certains sont bien Iwids avec une zone plus scmbre, dtautres sont pluc ovalai- 

res en cupule ou en croissant (cf .  photo ). Les différences mrpholcgiques sont 

également o b s d s  avec l es  techniques d'imprégnation argentique c m  cel le  

de ~ R I 4 E W i T  (4) e t  ses dérivés ( 7  ). 
CONCLUSION 

Le diagnostic de l a  pnemnie à Pne~nriocyctis car ini i  repose sur un pdlè-  

venent de qualité à partir de lavages alf6olaires ou éventuellement de biopsies 

puIrnonaires . 
Nous le da l i sons  a part ir  de la coloration de CHALVAPDJIAN e t  GRAWE qui 

est fiable et facilement réalisable. 
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