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(Département de Parasitologie de U'Institut de Médecine tropicale a Leyde.)

Attraction exercée sur Anopheles maculipennis
atroparvus par Pacide carbonique
dans un olfactomeétre.

Par P. H. VAN THIEL.
(Regu le 11 décembre 1945.)

En nous basant sur les expériences, faites dans V'appareil de
choix II, nous avons présumé (VAN THIEL et WEURMAN, Acta Tro-
pica, vol. 4, fasc. 1, 1947) que I'acide carbonique doit étre considéré
comme un facteur d’attraction pour I’Anopheles maculipennis atro-
parvus. Cependant ces expériences ont présenté le grand défaut
qu’elles ont été prises en plein air dans des caisses en bois, il est
vrai, dans des circonstances autant que possible naturelles, mais
d’'une maniere qui n’a pu soutenir I'épreuve d’une critique sévere.
Les variations des conditions atmosphériques font que l'on ne
peut rester maitre de toutes les circonstances qui peuvent influen-
cer le cours de l'expérience. Cet inconvénient peut étre prévenu
seulement en faisant 'expérience dans le laboratoire méme. Quoi-
que en 1934 et en 1935 tous les efforts pour construire un appareil,
avec lequel il était possible de travailler au laboratoire, aient
échoué (REUTER, 1936) (plus tard nous avons procédé a la cons-
truction de nos appareils de choix en plein air), nous avons décidé
de faire encore une fois un effort dans ce sens.

Comme appareil, nous avons pensé au principe de l'olfacto-
metre, tel qu’il est employé spécialement par des auteurs améri-
cains et anglais.

Quand on accepte les olfactometres primitifs construits les pre-
miers par RIPLEY et HEPBURN (1929), par Mc INDOS (1933) et par
LEE (1937), I'appareil de HOSKINS et CRrAIG (1934), modifié par
WIETING et HOSKINS (1939), entre le premier en ligne de compte.
Les olfactomeétres de THORPE et JONES (1939) et de THORPE
(1939) nous paraissaient convenir moins pour l'expérimentation
avec les anopheles.

Comme notre intention était d’examiner d’abord 'action attrac-
tive du gaz carbonique, un appareil (fig. 1) a ¢été construit selon
le principe employé par WIETING et HOSKINS qui ont examiné
I’attraction exercée par différents gaz sur des mouches.
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De lair est conduit avec une vitesse de 3 litres par minute (con-
trolé par des compteurs de courant d’air calibrés, S, selon le prin-
cipe de THORPE, 1939) par deux tubes en verre, dont I'un passe
directement a travers I'appareil et dont l'autre est en communi-
cation avec un cylindre d’acide carbonique comprimé (C) de
facon & pouvoir régler le mélange gaz-acide carbonique.

Par le systtme de tubes (B) il est possible de conduire le
mélange air-acide carbonique dans I'autre tube. Les deux tubes
aboutissent ensuite & une chambre de chauffe (W) chauffée a
32° C., et munie d’'un ventilateur et de parois isolantes, dans la-
quelle ils se recourbent et s’¢largissent. Enfin ils se déversent au
moyen de deux orifices situés tout prés I'un de I'autre au milieu
de la paroi postérieure de la chambre de chauffe dans la chambre
de Yolfactométre proprement dite (chambre d’observation, O).
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Celle-ci consiste en une boile en zinc, pourvue d’'un couvercle,
fixée a la chambre de chauffe ; dans sa paroi postérieure se trouve
un trou d’observation et dans le fond, au-dessous des deux orifices
des tubes en verre, deux trous par lesquels 'air peut étre aspiré
avec une vitesse idenlique ou supérieure a celle de l'air sortant
des tubes.

Dans cette chambre olfactométrique, une cage en toile métal-
lique fine (K) contenant des moustiques est appliquée contre les
deux orifices par lesquels débouchent les tubes en verre ; ensuite
on allume une lampe électrique faible, fixée dans la chambre de
chauffe conire la paroi faisant face & la paroi postérieure. Puis
on observe par le trou d’observation combien d’anopheles vien-
nent s'asseoir devant les surfaces éclairées des orifices par les-
quels s’échappent les gaz dont l'aclion respective sur les mous-
tiques fait I'objet de cette ¢étude ™.

Conformément & la méthode indiquée par Mc Inpos, la réac-
tion a l'excitation présentée (= response to the odour, d’aprcs
Mc INDOS) est déterminée en calculant quel pourceniage du nom-
bre total de moustiques s’est assis sur la surface, par ot s’échappe
I'air contenant I'acide carbonique. Quand ce pourcentage est de
50 p. 100, il n’y a pas d’attraction ; quand il se monte a plus de
50 p. 100, il y a attraction ; quand il est moins de 50 p. 100, il y
a répulsion.

Les expériences ont ¢été faites seulement en été pendant 'acti-
vité vespérale des moustiques, de 1 heure avant jusqu'a 1 heure
apres le coucher du soleil environ. C'est ainsi que nous n’avons
pu faire qu'un nombre limité d’expériences, d’autant plus qu’un
intervalle d’environ 10 minutes est nécessaire entre deux obser-
vations successives. Celles-ci ont duré généralement !0 minutes,
de sorte que tout au plus 6 expériences ont pu étre faites par soi-
rée. Généralement les expériences faites au milieu du soir ont
réussi le mieux ; pendant les premieéres expériences, il était sou-
vent trop tot et pendant les derniéres, les moustiques présentaient
souvent des signes d’une activité diminuée (fatigue).

Les premiéres expériences ont élé faites en 1940. Le courant
d’air provenait d'un cylindre d’air comprimé (L.) ; le courant de
Pair mélé a 'acide carbonique a été obtenu en laissant couler de
I’eau de la conduite avec la vitesse nécessaire dans un flacon en
verre (I') d’une capacité de 60 litres, dans lequel la quantité dé-

! Nous avons pu constater souvent que 'atroparvus s’est posé aussi contre
la toile devant les surfaces éclairées, quand il n'y avait ni air ni acide carbo-
nique s’échappant par les tubes, de sorte que le moustique est atliré aussi par
la lumiére, Le nombre de moustiques est cependant petit et peut étre négligé
en vue du nombre plus grand qui est attiré par des excitants décrits ci-dessous,
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sirée d’acide carbonique a été introduite d’avance. L’air du cylin-
dre exercant déja par lui-méme une attraction sur les moustiques,
la disposition décrite ci-dessus n’a pas donné satisfaction. Pour-
tant les moustiques ne se sont pas montrés tout a fait indifférents
a I'égard de I'acide carbonique.

Lorsque les expériences onl été reprises en 1942, nous avons
commenceé par expérimenter avec deux de ces flacons. De l'eau
de la conduite coule avec la vitesse nécessaire dans les deux fla-
cons, dont I'un contient de I'air normal et 'autre de 1'air mélé a
I’'acide carbonique. Lorsqu’il apparut que de petites quantités
d’acide carbonique se dissolvaient tout de suite dans l'eau, la dis-
position de 'expérience a été changée en tant que dans le flacon
ou l'air devait étre mélé avec I'acide carbonique, on n’a plus em-
ployé de l'eau, mais du chlorure de chaux a 40 p. 100, dans le-
quel 'acide carbonique ne se dissout pas. Cependant cetle méthode
n’'a pas donné satisfaction non plus, le chlorure de chaux se mon-
trant comme un facteur repoussant pour les anopheles.

Comme on employait surtout les grands flacons, afin de rendre
possible un bon mélange de T'air avec I'acide carbonique, il était
maintenant nécessaire de chercher un autre moyen pour mélan-
ger les deux gaz. Grace a l'aide du docteur W. P. JORISSEN, pro-
fesseur adjoint de chimie inorganique a I'Université de Leyde,
nous avons commencé a employer en 1943 'appareil de mélange
(M) figuré dans la figure 2 *,

Dans ce nouvel appareil (fig.2), le courant d’air est produit
par une pompe a compression (P) (lubrifiée avec de la paraffine
liquide), mise en mouvement par un moteur. L’addition de l'acide
carbonique est réglée a l'aide d'un compteur de courant d’air.
Dans I'appareil de mélange, un robinet a été pratiqué dans un
tube latéral, de sorle qu’il était possible de prendre des échan-
tillons d’air contenant de l'acide carbonique, et dans lesquels le
taux en acide carbonique a pu étre déterminé.

On prend 50 cc. du mélange des gaz en présence de chlorure de chaux a
40 p. 100 dans un ballon en verre qui est uni par un tube & un ballon & niveau.
Puis ce mélange est transporté dans une burette & gaz afin d’en déterminer
exactement le volume, Ensuite il est transporté dans un ballon a gaz de Hem-
pel (Dennis), rempli de potasse caustique a 33 p. 100, dans lequel il est lavé. En-
fin le mélange est transporté de nouveau dans la burette & gaz, ot on détermine
la réduction de volume par suite de 'absorption de l'acide carbonique.

Toutes les conditions de réussite semblaient maintenant réa-
lisées pour les expériences, de sorle que les premiéres expériences
avec l'acide carbonique ont pu étre faites le 24 juillet apreés avoir

? Le mécanicien de notre laboratoire, M. Veylbrief, nous a été d’'un excellent
secours dans la construction de 'appareil, ainsi que dans nos expérimentations.
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fait des expériences en blanc et des expériences provisoires. Cepen-
dant jusqu’au ler septembre, le résultat a été contraire a I'attente.
De l'air mélé 4 %, % et 1 jusqu'a 10 p. 100 inclus d’acide carbo-
nique a pratiquement toujours repouss¢ l'atroparvus, aussi bien
lorsque l'acide carbonique employé provient de cylindres que
lorsqu’il a été fabriqué dans l'appareil de Kipp par l'action de
I'acide sulfurique dilué sur le bicarbonate de soude, le degré d’hu-
midité de l'air passant par lappareil n'ayant aucune influence.
Dans le tableau I, ce résultat est indiqué brievement.

TABLEAU 1,

Surface d’attraclion Surface d’attraction

Détails des gaz employés a gauche ! a droite
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! Clest-a-dire que Uair mélé a l'acide carbonique a passé par le tube de
gauche pour arriver dans la chambre de Tolfactometre.

? C’est-a-dire le nombre total des mousliques qui se sont posés devant les
orifices éclairés des tubes.

3 (’est-a-dire le pourcentage de mousliques, réagissant avec un résultat
positif, par rapport au nombre total des moustiques qui réagissent, noté dans
la premiere rubrique. ‘

* (C’est-a-dire le pourcentage de moustiques qui se sont posés devant le tube
par lequel passait 'air mélé a I'acide carbonique.

En désespoir de cause, nous avons essay¢ de reproduire l'at-
traction par l'acide carbonique telle qu’elle a été constatée autre-
fois (VAN THIEL, 1937).

A cet effet, nous avons enlevé la chambre olfactométrique ; en-
suite la cage contenant les anopheles a été placée contre les ori-
fices des tubes en verre, un des deux tubes a ¢té mis hors de cir-
cuit et par 'autre a passé de I'acide carbonique de cylindre pur.
La surface éclairée du tube vide a attiré dans deux expériences
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27 moustiques el l'autre tube (acide carbonique) 51 moustiques,
dont respectivement 9 et 30 grimpaient contre la toile, du bas du
lube vers le haut. Ceci a donc confirmé 'observation antérieure.

La réussite de cette expérience nous a amené a répéter la série
des expériences, en supprimant maintenant la chambre olfacto-
métrique (c’est ainsi que l'olfactometre est représenté dans la fi-
gure 2), tandis que la chambre du laboratoire n’était pas éclairée.
Ceci a été, en effet, une amélioration, un tout autre résultat étant
obtenu des ce moment. L’espace limité de la chambre olfacto-
métrique a eu évidemment une influence génante ; peut-étre I'acide
carbonique y est aspiré trop vite. Maintenant les anopheles mon-
tréerent une si grande activité, qu’il a été souvent impossible de
compter le nombre de moustiques qui se sont assis devant une
surface éclairée. Alors le nombre de moustiques devant les sur-
faces éclairées a été compté a des intervalles courts ; ces nombres
ont ¢té additionnés. Par cette méthode nous n’avons pas pu éviter
que chaque fois quelques moustiques ont été comptés deux fois.
Pour obtenir une idée claire sur cette attraction, cetie maniere de
compter s’est monirée cependant excellente. Dans le tableau II, on
trouve les résultats, Comme on était déja avancé dans la saison
(apres le 23 septembre, les expériences ne pouvaient pas étre con-
tinuées), nous n’avons pas pu travailler suffisamment ou pas du
tout avec certains pourcentages d’acide carbonique. Ceci n’a pour-
tant pas nui a notre intention de démontrer par une méthode jus-
tifiée scientifiquement l'attraction exercée par l'acide carbonique.

En comparant les deux tableaux, on voit :

1° Le pourcentage de moustiques (par rapport au nombre total
des moustiques qui réagissent) qui réagissaient dans les expérien-
ces avec un résullat positif est beaucoup plus haut dans le ta-
bleau II que dans le tableau I, c.-a-d. presque toutes les expé-
riences ont donné dans le tablean 1I un résultat positif. La ot le
pourcentage est zéro, comme dans les expériences avec 2 et 5 p.
100 d’acide carbonique, ceci doit étre attribué au nombre trop
petit des expériences. Quelquefois, comme dans les expériences avec
4 p. 100 de gaz carbonique, le nombre d’expériences bien réus-
sies (le coté d’attraction étant & droite) est extrémement bas. 1l
n'est pas probable que ceci ait quelque signification, les mous-
tiques n’étant pas toujours aussi disposés a réagir a l'excitation
de I'acide carbonique.

2° Les pourcentages comme dans 1° sont plus élevés quand le
coté d’attraction est a gauche que lorsque celui-ci se trouve a
droite. C.-a-d. la surface de gauche a eu toujours une certaine
préférence. Les expériences en blanc, faites dans les rares soirs
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qui étaient disponibles pour ce but, montrent ¢galement cette
préférence, mais les résultats ne furent pas tels qu'on ne ptit com-
mencer avec les expériences définitives. Cette prédilection des
moustiques pour le coté gauche s’étant révélée également les
années précédentes, la cause en est peut-étre dans la disposition
de I'appareil par rapport au monde extérieur, La prédilection pour
le cOté gauche, qui n’a pas pu étre ¢éliminé, donne une plus grande
valeur aux expériences ou la surface d’attraction se trouve a droite.

3° De l'ensemble des expériences, donc surtout de celles ot le
coté d’aliraction se lrouve a droile, on doit conclure que l'acide
carbonique exerce une attraction sur 'atroparvus.

4° Ces expériences ne permetlent pas de conclure a la préfé-
rence des moustiques pour un certain pourcentage d'acide carbo-
nique. Un autre arrangement des expériences est nécessaire pour
arriver a une telle conclusion.

TABLEAU IT .

Détails de la | Pourcentage| Surface d’attraction Surtace d’attraction
provenance d’acide a gauche! a droite
de I'acide carbonique :
carbonique 3 i 23 | & £51 8 |23 g 25
(I'air ne bar- s == o 9E | B | Th » 28
botant pas e g8 % BE | B 28 g =i
dans I'eau) = |ZEE| % | 25| = |Z5Elz | E%
L= R T |-, |mEE| & S
25 |g5c |2 |ef|Eflesslf | gk
24 | E8F |, | St | 22 | 898 g ST
29 | 253 S, 22| 0% 23| Sy | 53
S8 | 2.8| g5 | B= | 8% |ELE| g5 | 2o
S |25-| 55 | 25| 5z |8E2| 55| 2%
Zgo |dos| AE | £ 3 Zgﬂ“o..'c: AE | &3
de 'appareil |
de Kipp 1/4 %% 425 93,0 20 | 68 (2278 T1,56| 90 | b4
» 1/5 0/ 579 956 20 | 65 |1144 BH1,1 60 - 52
» 19 461 939 35 62 |1382 79,5 90 i b3
» 2 9% 12| O 10 | 25 | 139 949 20 b3
» 3 %o 670 | 100 25 | 73 [2794| 64,1 80 @ 52
» 4 9/ 175 | 100 10 | 64 | 642 99 40 | 45
» 5 % — — | — | — 90 10 41
» 6 % 642 | 100 10 | 76 2069 733 B0 55
» 8 %o -— — | — | — 99 100 10 | 52
» 10 % 1260 100 19 | 71 [3200 89,6 34 55
d'un cylindre 1/2 0/ 1298 | 100 10 | 76 | 868100 20 | b7
» 10 %/ 513 | 100 8 | 73 {1071 100 20 | 64
Au total:  |6035 x 167 | x |15763 x 524 | x
Au moyen: — 989 — 1653 — | T43| — | BT

! Pour l'explication des rubriques voir les notes du tableau 1.
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Les expériences précitées donnent lieu aux remarques suivantes :

Dans les expériences qui ont ¢té faites sans chambre d’obser-
vation, nous avons constaté que l'air qui quitte les tubes, sans ctre
mélé a 'acide carbonique, attire déja 'atroparvus. Quand on fait
passer de l'air par I'un des tubes avec une vitesse de 3 litres par
minute et par I'autre avec une vitesse d’un seul litre, les moustiques
ont une forte prédilection pour la surface d’attraction correspon-
dant au tube mentionné le premier, indifféremment si celui-ci se
trouve a4 gauche ou a droile. Ceci démontre combien il est impor-
tant que nous avons toujours pris soin que la rapidité du courant
des gaz dans les deux tubes ait été exactement la méme (des robi-
nets, R, réglant les courants d’air et d’acide carbonique ont rendu
ici aussi de bons services). On doit aussi tenir compte de ces faits
en interprétant le phénomene que latroparvus est également at-
tiré 4 un faible degré, il est vrai, par un courant d’acide carbo-
nique pur. Notre opinion est que c’est le courant lui-méme qui
cause l'attraction et non pas la concentration du gaz, de sorte
que nous avons ¢té fortifiés dans notre conviction de ne pas avoir
pu prouver antérieurement (VAN THIEL, 1937) lattraction par
I’acide carbonique.

Ces expcriences ont montré que les moustiques, le tube étant
parcoulé¢ par de l'acide carbonique pur, ont limité leur activité
jusqu’a la partie inférieure de la surface éclairée, parce que 1'acide
carbonique est plus lourd que l'air. Lorsque de 'air seulement
parcourait le tube, cette activité s’est montrée aussi dans la partie
supérieure.

Lorsque les expériences ont dit prendre fin le 23 septembre,
une seule expérience a encore pu élre faite, dans laquelle la cham-
bre olfactométrique a été fixée de nouveau a I'appareil. Quoique
le résultat fut bien meilleur qu’auparavant, pourtant I'appareil
n’a pas donné satisfaction.

Le coté d’attraction étant a gauche, au total 247 moustiques
ont réagi (100 p. 100 dans les expériences avec un résultat posi-
tif), c.-a-d. 53 p. 100 sur le coté d’attraction ; celui-ci étant a
droite, au contraire, 1259 ont réagi (38 p. 100 dans les expériences
avec un résultat positif), c.-a-d. 49 p. 100 sur le cété d’attraction.

Il est possible que la saison différente soit la cause de ce résul-
tat divergeant. 1l doit étre recommandé de ne plus faire usage
désormais de la chambre olfactométrique. L activité réduite des
moustiques a elle seule le justific parfaitement,

Enfin nous voulons attirer I'attention sur le fait que I'anaiyse
du mélange d’'acide carbonique et d’air a montré que 'acide car-
bonique parfaitement pur est produit seulement dans 1'appareil

Acta Tropica IV, 1, 1947 2
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de Krpp, mais que I'acide carbonique de cylindre n'est absolu-
ment pas pur. Un mélange de 10 p. 100 d'acide carbonique de
cylindre a de l'air s’est trouvé ne plus contenir que 6 p. 100
d’acide carbonique. Nous n’avons pas apporté des corrections sur
ce point, 'intention de nos expériences ¢tant de démontrer 'at-
traction de l'acide carbonique et non pas de comparer l'intensité
de l'attraction de différentes concentrations d’acide carbonique
dans lair.

Résunié.

A l'aide d’'un olfactometre construit selon le principe de WIE-
TING et HOSKINS, mais modifié, nous avons pu démontrer que
I’Anopheles maculipennis atroparvus est attiré par l'acide carbo-
nique jusqu’a une concentration de 10 p. 100.

A présent il est donc redevenu possible d’exécuter au labora-
toire des expériences d’attraction avec des anopheles.

Apres l'échec de plusieurs efforts dans les années 1934-1938,
nous avions procédé a des expériences dans les appareils de choix
I et II, posées en plein air. Ces expériences ont donné plusieurs
bons résultats, mais elles ont eu I'inconvénient qu'on n’a pas eu
en mains toutes les circonstances qui peuvent influencer le cours
de I'expérience.

Les expériences utilisant ’olfactometre avec un résultat posi-
tif vérifient la justesse de I'hypothése qui fut posée a la suite des
expériences avec l'appareil de choix II, a savoir que l'acide car-
bonique est un facteur d’attraction pour le biotype d’anophéle
mentionné ci-dessus.
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Zusammenfassung.

Mit Hilfe eines Olfaktometers, modifiziert nach WIETING und
HosKINS, konnte nachgewiesen werden, da8 Anopheles maculipen-
nis atroparvus durch Kohlensédure bis zu einer Konzentration von
10% angezogen wird. Damit ist das Problem der Anziehung von
Anopheles wieder dem Laboratoriumsversuch zugéinglich gemacht
worden.

Nach verschiedenen Fehlschligen in den Jahren 1934—38 wur-
den weitere Versuche mit dem sog. Wiahl-Apparat I und II im
Freien durchgefiihrt. Sie ergaben verschiedene gute Resultate, je-
doch wirkte die Tatsache behindernd, daB man gewisse Faktoren,
die den Ablauf des Versuchs beeinflussen konnen, noch nicht in
der Hand hat.

Die Versuche, die mit dem Olfaktometer durchgefiihrt wurden
und positiv verliefen, bestitigen die Richtigkeit der Hypothese,
die auf Grund von Versuchen mit dem Wihl-Apparat II aufge-
stellt wurde, und laut welcher Kohlensiure eine Anziehung auf
Anopheles ausiibt.

Summary.

With the aid of an olfactometre, modified in accordance with
WIETING and HOSKINS, it could be proved that anopheles maculi-
pennis atroparvus is attracted by carbonic acid up to a concen-
tration of 10%. Thus the problem of the attraction of anopheles
is again opened to laboratory research.

After different failures in the years from 1934-1938 further
experiments were made in the open air with the so-called
choice apparatus I and II. These experiments rendered different

2*
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good results, but the fact that ditferent factors which influenced
the procedure of the experiment were not at the command of the
experimenters was a great handicap.

The experiments which were carried out with the olfactometre
and which showed positive results confirm the correctness of the
hypothesis based on experiments with the choice-apparatus I and
1I; according to this hypothesis carbonic acid exercises an attrac-
lion on anopheles.
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