Методы определения физиологического возраста самок комаров.
Борьба с малярией, как известно, может быть успешной только в том случае, если она будет организована с учетом эпидемиологической обстановки, основываться на знании условий передачи возбудителя, биологии местных переносчиков. Одним из основных факторов, влияющих на интенсивность передачи возбудителя, является возрастной состав популяции. Уже в 1910 г. Рональд Росс указывал на эпидемиологическое значение повозрастного распределения смертности комаров. Чем продолжительнее жизнь особи, тем вероятнее возможность заражения членистоногих на доноре инфекции или реципиента от зараженного переносчика. Чем моложе особи популяции, тем меньше в ней эпидемиологически опасных самок и тем медленнее идет передача возбудителя. В 50-60-е годы, когда началось широкое применение контактных инсектицидов с длительным остаточным действием, выяснилось, что перерыва передачи можно достигнуть без резкого снижения численности переносчика. Эффект достигался за счет уничтожения эпидемически опасной части популяции (т.е. самок старших возрастов) в результате повторных контактов с обработанными поверхностями.
Таким образом, знание возрастного состава популяции необходимо не только для определения ее эпидемиологического значения, но и для оценки эффективности истребительных мероприятий.

Определить календарный возраст самки малярийного комара прямыми методами невозможно. Поэтому В.Н.Беклемишев предложил различать календарный возраст и возраст физиологический . Календарный возраст комара определяется числом прожитых дней, а физиологический возраст гоноактивной самки комара – числом проделанных ею гоноторфических циклов. 
Физиологический возраст можно определить с большой степенью точности с помощью описанных ниже методов. Зная физиологический возраст самки, можно рассчитать и ее календарный возраст, так как скорость процесса переваривания крови и развития яиц зависит от температуры убежища, в котором находится комар и подчиняется правилу суммы тепла.
Половой аппарат самок малярийных комаров состоит из 2 яичников. 
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Вдоль каждого яичника проходит внутренний яйцевод, в который впадает до 200 яйцевых трубочек, расположенных радиально. 
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За пределами яичника внутренний яйцевод превращается в наружный. Наружные яйцеводы двух яичников при слиянии образуют непарный яйцевод, который в апикальной части имеет парные расширения, именуемые ампулами. Непарный яйцевод открывается в вагину. Туда же открываются протоки сперматеки и смазывательной железы. Весь половой аппарат покрыт сверху эластичной, бесцветной наружной оболочкой. Апикально (от лат.— верхушка, верхушечный, конечный) наружная оболочка образует концевой отросток, прикрепляющийся в 4-му сегменту брюшка. 
Каждая из 200 яйцевых трубочек новорожденной самки состоит из фолликула и зоны роста, расположенной апикально. 
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Фолликулы малярийного комара полиморфного типа, т.е. одна яйцевая клетка и 7 питательных расположены вместе в одной камере. В фолликулах негоноактивных самок и фолликулах только что отделившихся от зоны роста, яйцевая клетка недифференцирована от питательных. Во всех других случаях она хорошо отличима. Каждый фолликул окружен фолликулярным эпителием, а яйцевая трубочка в целом – тонкой, сильно растяжимой, прозрачной интимой. Эта оболочка в базальной части яйцевой трубочки образует выводной проток, который принято называть «концевой ножкой». Гоноактивные самки малярийных комаров, как известно, подчиняются закону гонотрафической гармонии, поэтому развитие фолликулов в их теле происходит только одновременно с перевариванием крови. Особенности этого процесса изучены достаточно хорошо. Кристоферс и Мэр предложили различать в процессе развития фолликулов несколько фаз: 

· N – яйцевая клетка недифференцирована от питательных. Фолликул имеет округлую форму.
· І – яйцевая клетка хорошо отличима от питательных. Форма фолликула округлая либо слегка овальная.
· І-ІІ – вокруг ядра яйцевой клетки появляются 1-2 ряда желточных зерен. Форма фолликула овальная.
· ІІ – желточные зерна более крупные и многочисленные. Яйцевая клетка увеличивается в размере и занимает около ½ фолликула.
· ІІІ – яйцо увеличивается в размере и занимает до ¾ фолликула, который значительно вытягивается в длину. 

· ІV – фолликул еще более увеличивается в размере и удлиняется. Питательные клетки скапливаются лишь в апикальной его части. Яйцо занимает 9/10 фолликула.
· V – яйцо полностью сформировано. Можно различить поплавки. Остатки питательных клеток почти неразличимы. Фолликул на V стадии развития по методу Кристоферса-Мэра приблизительно в 4-5 раз превышает размеры фолликула І стадии. Поэтому окружающая его интима и фолликулярный эпителий сильно растянуты. 
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У молодой особи, только что выплодившейся из куколки, каждая яйцевая трубочка состоит из одного фолликула и расположенной выше зоны роста. На протяжении всей гоноактивной жизни самки в зоне роста происходит формирование и отшнуровывание следующих друг за другом фолликулов. К моменту завершения развития яйца (V фаза по методу Кристоферса-Мера) расположенный выше фолликул второго порядка обычно находится на І-ІІ или ІІ фазе развития, а в зоне роста происходит отшнуровывание нового фолликула третьего порядка. 
После того как в фолликулах полностью сформируются яйца, самка приступает к их откладке. В процессе яйцекладки зрелое яйцо должно произойти через концевую ножку яйцевой трубочки, попасть во внутренний, а затем в наружный яйцевод и через непарный яйцевод и вагину выйти наружу. У самки, только что окончившей яйцекладку, яйцеводы, яйцевые трубочки с концевыми ножками и яичники в целом сильно растянуты и увеличены. В течение 48 ч. они  значительно уменьшаются, но первоначальных размеров не достигают. 
Наряду с качественными функциональными изменениями в половом аппарате самок по мере прохождения гонотрофических циклов накапливаются также количественные возрастные изменения, которые уже в первой половине ХХ века многие исследователи пытались использовать для определения возраста самки.
Возрастные изменения представляют собой постепенно накапливающиеся необратимые изменения полового аппарата, затрагивающие в той или иной степени разные отделы. Одни из них позволяют отличить самок клавших от неклавших, другие – с достаточной степенью точности установить число проделанных яйцекладок.
Надежный метод отличия самок клавших от неклавших предложен Т.С.Детиновой (1942, 1945). Ей удалось обнаружить изменения в трахейной системе яичников в процессе овогенеза. К каждому яичнику самки Anopheles подходит два ствола трахей. Возле стенок яичника они дихотомически ветвятся, распределяются вдоль яичника и проникают внутрь него. Ветви трахей сильно извиваются, оплетают внутренний яйцевод и достигают фолликул. Концы трахеол у новорожденной самки смотаны в относительно плотные клубочки, расположенные между фолликулами или непосредственно на них.
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Форма клубочков варьирует. Она бывает круглой, эллипсовидной, напоминающей восьмерку и т.д. от каждого клубочка отходят 1-2 концевые нити трахеол. 
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Клубочковая форма характерна для трахейной системы всех неклавших самок Anopheles вне зависимости от их календарного возраста (в том числе перезимовавших). Развитие фолликулов сопровождается значительным увеличением размеров яичников и это отражается на состоянии трахейной системы. Петли и зигзаги трахей распрямляются. Параллельно с ростом фолликулов за счет разматывания клубочка увеличивается длина концевой нити трахеолы. К концу V стадии клубочки разматываются полностью и концевые нити трахеол вытягиваются вдоль всех яйцевых трубочек. 
Процесс разматывания клубочков необратим. Поэтому у самок, начавших второй гонотрофический цикл, все клубочки размотаны. 
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Исключение составляют лишь дегенерирующие фолликулы., размеры которых не увеличиваются в течение гонотрофического цикла и клубочки подходящих к ним трахеол не разматываются. Однако процент таких фолликулов в яичниках обычно невелик и не меняет общей картины. Таким образом, по состоянию трахейной сстемы яичников можно с большой степенью надежности отличать самок клавших от неклавших.

В практике борьбы с малярией этот метод используется также для оценки эффективности противоличиночных мероприятий. Если все водоемы в зоне тяготения подзащитного объекта обработаны хорошо, со 100% эффективностью, выплод имаго и залет неклавших самок на подзащитные объекты должен прекратиться. Следовательно, популяция комаров должна состоять только из клавших самок. Если в такой популяции обнаруживается большое количество неклавших особей, значит или выплод имаго на обработанных водоемах продолжается, или имеются неучтенные и необработанные  места выплода.


Состояние трахейной системы, к сожалению, не дает возможности определить число проделанных самкой яйцекладок. Однако в эпидемиологии малярии, как уже отмечалось, особенно большое значение имеет физиологический возраст отдельной самки Anopheles и возрастной состав популяции в целом. 


Поиск методов определения физиологического возраста насекомых начался давно. Еще в 1903 г. Г.А.Кожевников указывал на возможность отличия клавших самок по желтым телам, остающимся в яйцевых трубочках. В 1912 г. Перу предложил метод относительной оценки физиологического возраста по степени потертости крыльев, а Мэр в 1932 г. – по состоянию ампул непарного яйцевода. В 40-х годах, В.Н.Беклемишев и его сотрудники начали активно разрабатывать идею Г.А.Кожевникова об определении физиологического возраста насекомых по состоянию яйцевых трубочек (О.С. Кузина, 1942; В.Н.Беклемишев, 1944; Л.В.Ягужинская, 1945; В.П.Половодова, 1947, 1949; Т.С.Детинова, 1949, 1962).

Метод, который широко вошел в практику маляриологов в былом СССР и за рубежом, был предложен В.П.Половодовой, а затем детально разработан Т.С.Детиновой. Суть метода состоит в следующем: в процессе яйцекладки зрелое яйцо проходит через концевую ножку во внутренний яйцевод. После его выхода на том месте яйцевой трубочки, где развивалось яйцо и находилась концевая ножка, остается сильно растянутая интима в виде бесформенного мешка. 
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Внутри мешка находятся остатки питательных клеток и фолликулярного эпителия. Вскоре после яйцекладки интима начинает сокращаться. Процесс сокращения заканчивается через 22-24 ч. В результате сжатия интимы вновь обосабливается концевая ножка, а на месте бывшего фолликула остается небольшое расширение, размеры которого соответствуют размерам свежеотделившегося от зоны роста фолликула. В расширении обычно остается небольшое количество включений, большая часть которых выводится в процессе сокращения мешка и следующих яйцекладок. Во время второго гонотрофического цикла по мере развития и увеличения фолликулов покрывающая их интима вновь растягивается. После выхода второго зрелого яйца вновь образуется большой мешок, который затем начинает постепенно сокращаться. При сокращении опять обосабливается концевая ножка, затем расширение, которое образовалось после первой яйцекладки, и затем второе расширение на месте развития фолликула второго порядка. Таким образом, после двух яйцекладок на яйцевой трубочке образуется два расширения. После каждого последующего гонотрофического цикла на яйцевых трубочках с нормальным овогенезом образуется еще одно расширение. Желтые тела, т.е. остатки питательных клеток и фолликулярного эпителия, постепенно проталкиваются во внутренний яйцевод выходящими яйцами, поэтому максимальное число включений отмечается в последнем по времени образования расширении. 

В большинстве яйцевых трубочек самки обычно отмечается нормальный овогенез и происходят описанные выше процессы. Но наряду с нормальным овогенезом в небольшой части трубочек может наблюдаться абортивный овогенез. Абортивный овогенез выражается в дегенерации фолликула на одной из промежуточных фаз развития. Дегенерация сопровождается зернистым распадом протоплазмы овогония и накопившегося в нем желтка, питательных клеток и фолликулярного эпителия. Форма фолликула меняется, становится неправильной. Чаще фолликулы дегенерируют на ранних фазах развития, но возможно и на более поздних (ІІІ -V).


Число расширений на дегенерирующем фолликуле соответствует числу проделанных самкой яйцекладок. Наряду с фолликулами, дегенерация которых наступает после начала их развития, в яичниках могут встречаться яйцевые трубочки, фолликулы которых после отшнуровывания от зоны роста даже не начинают развиваться. В результате такие трубочки после ряда гонотрофических циклов имеют вид длинной четкообразной цепочки. 

Методом определения физиологического возраста самок Anopheles по числу расширений на яйцевой трубочке, предложенным Половодовой-Детиновой, в течение почти двух десятилетий широко пользовались энтомологи и маляриологи во всем мире.


Однако по мере накопления большого фактического материала стали появляться сообщения о несоответствии числа расширений числу яйцекладок. Кроме того, было отмечено, что по мере физиологического старения самок в яичнике уменьшается процент трубочек, в которых число расширений соответствует числу кладок. Выяснилось также, что при углеводном питании и зимовке расширения могут образовываться и без яйцекладок, все это явилось поводом для более детального изучения процессов, приводящих к накоплению в яйцевых трубочках возрастных изменений.

Такое детальное изучение процессов образования расширений было предпринято А.Б.Ланге и Чонг-Куанг-Хоком на кафедре энтомологии МГУ. В результате исследования было установлено, что в яйцевых трубочках с нормальным овогенезом после вывода зрелого яйца растянутая интима в течение суток сжимается всегда от основания к вершине. Однако уже после первой яйцекладки концевая ножка не восстанавливается, на ее месте и месте развития яйца образуется трубчатый, складчатый тонкостенный мешок с «головкой» в апикальной части. «Головка» заключает в себе желтое тело. При повторных яйцекладках в трубочках с нормальным овогенезом процесс сокращения яйцевого мешка протекает аналогично, но второй головки не образуется, лишь удлиняется трубчатая часть мешка. Головка с желтым телом всегда одна. Она является следом последнего отложенного яйца. Головки, образовавшиеся в предыдущем гонотрофическом цикле, больше не восстанавливаются. Таким образом, на яйцевой трубочке при нормальном овогенезе после любого числа яйцекладок имеется только одна головка с желтым телом и трубчатый мешок, следовательно, число проделанных самкой кладок установить нельзя.
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Определить физиологический возраст можно только по яйцевой трубочке с дегенерирующим фолликулом. При дегенерации фолликулов к концу гонотрофического цикла на трубочке образуется расширение за счет концентрического сжатия интимы. Содержимое расширения представляет собой остатки дегенерирующего эпителия с пиктоническими ядрами и лютеалями, т.е. оно аналогично желтому телу в головке яйцевого мешка. Такие расширения, по предложению Чонг-Куанг-Хока и А.Б.Ланге, называются гонотрофными. 
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Согласно мнению этих авторов только гонотрофные расширения могут служить показателем физиологического возраста. Однако следует помнить, что гонотрофные расширения сохраняются пожизненно и могут служить показателем физиологического возраста только на тех трубочках, в которых на всех гонотрофических циклах происходила дегенерация и сохранилась концевая ножка. Если после ряда последовательных дегенераций на одном из циклов в трубочке происходил нормальный овогенез, то зрелое яйцо при яйцекладке растягивает интиму и все образовавшиеся ранее расширения и концевая ножка исчезают. Чаще наблюдается обратный процесс, когда после одного или двух циклов с нормальным овогенезом наступает несколько последовательных дегенераций. В этом случае гонотрофные расширения располагаются над головкой мешка. Следовательно, показателем физиологического возраста могут быть только те трубочки, в которых на всех гонотрофических циклах происходила дегенерация фолликулов и сохранилась концевая ножка.

При вскрытии самок мы можем встретиться с различными вариантами состояния яйцевых трубочек в яичниках. У новорожденных самок, еще не приступивших к кровососанию, все трубочки однотипны. Они имеют фолликул І порядка на стадии N-II с зоной роста и концевой ножкой, которая соединяет фолликул с внутренним яйцеводом.
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У самок, приступивших к кровососанию и яйцекладкам, трубочки могут быть разных типов:
а) яйцевые трубочки, в которых на всех гонотрофических циклах наблюдался нормальный овогенез также выглядят однотипно, с яйцевым мешком и головкой с желтым телом. По наличию таких трубочек можно судить о том, что самка откладывала яйца, но точное число яйцекладок установить невозможно;
б) яйцевые трубочки, в которых на всех гонотрофических циклах происходила дегенерация фолликулов. Они имеют цепочку из гонотрофных расширений, число которых соответствует числу яйцекладок, и концевую ножку. По числу расширений на таких трубочках судят о физиологическом возрасте самки;

в) яйцевые трубочки с яйцевым мешком и разным числом гонотрофных расширений. Число гонотрофных расширений варьирует в зависимости от того, сколько раз и на каком цикле в трубочке созревало яйцо и как часто происходила дегенерация.

У отдельных самок, которые ни разу не пили кровь, а находились в течение всей жизни на углеводной диете, помимо перечисленных типов яйцевых трубочек могут встречаться трубочки с так называемыми агонотрофными расширениями. Агонотрофные расширения образуются вследствие дегенерации фолликула при длительном углеводном питании. Процесс образования таких расширений принципиально отличен от того, что имеет место при образовании гонотрофных расширений. Дегенерация наблюдается в подавляющем большинстве фолликулов, причем скорость этого процесса различна даже в фолликулах одной яцевой трубочки. Нарушается также формирование новых фолликулов в зоне роста, поэтому число фолликулов, отделяемых зоной роста в разных трубочках, также может быть различным. По своим размерам агонотрофные расширения похожи на гонотрофные, в них наряду с немногими лютеалями сохраняются в виде гранул разного размера остатки фрагментирующихся  ядер яйцевой и питательных клеток.
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Однако надежных методов, позволяющих отличить агонотрофные расширения от гонотрофных, пока нет, что затрудняет определение возраста самок. 

Данные, полученные А.Б.Ланге и Чонг-Куанг-Хоком, позволяют более дифференциально подходить к оценке той информации, которую можно получить при вскрытии яичника Anopheles. Как уже отмечалось, установить точное число проделанных самкой кладок можно только по дегенерирующим фолликулам с гонотрофными расширениями. В том случае, если фолликул найти не удается, число отложенных кладок определяется по трубочке с максимальным для данной особи числом расширений над яйцевым мешком. По такой трубочке точно установить возраст становится невозможным, можно лишь утверждать, что самка отложила число кладок, не превышающее число расширений плюс яйцевой мешок.

Прежде чем приступить к определению физиологического возраста, необходимо освоить методику вскрытия самки.


Для вскрытия используют комаров, отловленных на дневках или из культуры. Из садка следует отобрать экземпляры на I-III стадиях переваривания крови по классификации Села, так как на них легче рассмотреть строение полового аппарата. Не следует брать одновременно более 2 усыпленных эфиром или хлороформом экземпляров, так как комары быстро высыхают и становятся непригодными для вскрытия. 

Ход работы.
1. Усыпленную эфиром самку возьмите пинцетом за крылья и погрузите на несколько секунд в 960 спирт для удаления жира с покровов. Затем перенесите ее на предметное стекло в каплю физиологического раствора, где с помощью препаровальных игл удалите крылья и ноги.
2. С помощью энтомологических булавок отделите голову и осторожно концом иглы надорвите хитиновый покров 5-6 членика брюшка. Затем одной иглой придержите комара за грудь, а другой оттяните 7-8 сегменты брюшка. Вместе с последними сегментами брюшка вытяните кишечник с мальпигиевыми сосудами и яичник. 

3. Для того чтобы лучше рассмотреть половой аппарат, удалите кишечник и перенесите яичники в чистую каплю физиологического раствора на другое предметное стекло. Детали строения яичника изучите под бинокуляром. Рассмотреть отдельную яйцевую трубочку можно после того, как будет удалена наружная оболочка яичника. Последнюю осторожно надорвите концами игл и удалите по частям. Трубочки следует рассматривать не отрывая их от внутреннего яйцевода.
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4. Метод Детиновой позволяет отличить самок клавших от самок неклавших по состоянию трахейной системы яичников. Усыпленную самку обезжирьте в 960 спирте и затем вскройте в капле водопроводной воды. Отпрепарированные яичники (без снятия наружной оболочки) подсушите при комнатной температуре. По мере испарения воды трахеи заполняются воздухом и их тончайшие окончания – трахеолы становятся отчетливо видимыми. Подсушите яичники приблизительно 40-50 мин. Затем препарат рассмотрите под микроскопом (не закрывая покровным стеклом). У неклавших самок трахеолы смотаны в клубочек, у клавших – размотаны. Этот метод не требует препаровки отдельных яйцевых трубочек, поэтому он менее трудоемок.
5. Пока подсушиваются яичники, следует приступить к определению физиологического возраста. Вскройте самку в капле физ. раствора, осторожно удалите наружную оболочку яичника и среди массы яйцевых трубочек найдите дегенерирующий фолликул, который можно отличить от работающего по наличию концевой ножки. Необходимо рассмотреть несколько таких трубочек. Помните, что яйцевую трубочку нельзя отрывать от внутреннего яйцевода, так как подсчет числа расширений можно вести только на прикрепленном фолликуле. 

Яичники рассматривайте под бинокуляром в проходящем свете (не падающем) и следите за тем, чтобы не высох физиологический раствор.


Рассмотреть овариолы в неповрежденном виде при ручной препаровке яичника бывает очень трудно. Для облегчения задачи Ланге с соавторами предложили метод масляной инъекции в яичники, проводимую в физиологическом растворе с суправитальным окрашиванием нейтральным красным. Суть метода состоит в том, что извлеченный из брюшка самки яичник с помощью микропипетки наполняют через непарный яйцевод нейтральным маслом. Можно заполнять и каждый яичник отдельно через наружный яйцевод. Оптимальная степень наполнения маслом яичника клавшей самки – до размеров в 4-5 раз превышающих его первоначальные размеры. У самки неклавшей – в 2-3 раза.


Наполненный маслом яичник, лежащий в капле физиологического раствора, очень осторожно разрезают продольно. Если разрез сделан удачно, вытекающее масло раворачивает яичник и овариолы становятся хорошо различимы. Для микроскопирования лучше применять метод висячей капли. 

Метод масляной инъекции дает хорошие результаты, но он требует специальных навыков и достаточно трудоемок. Кроме того, необходимы специальные микрохирургические инструменты, которые экспериментатор должен изготавливать сам. Поэтому этот метод пока применяется в научно-исследовательских целях, но еще не вошел в практику здравоохранения.
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